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La resistencia a insulina es una característica típica de la diabetes 
tipo 2 y la obesidad, patologías vinculadas a un alto riesgo del desarrollo de 
enfermedades crónicas hepáticas y hepatocarcinoma. Sin embargo, se 
desconoce el papel que la resistencia a insulina pueda ejercer durante el 
daño hepático crónico y durante la hepatocarcinogénesis, por lo que se ha 
abordado esta cuestión a través del estudio del substrato receptor de insulina 
2 (IRS2), principal promotor de la señalización de insulina en el hígado.  
La experimentación llevada a cabo durante este proyecto muestra 
que la deleción del gen Irs2 en el modelo murino Irs2-/- impide la inducción 
de Fgf7 en células estromales durante el daño crónico hepático y reduce la 
expresión de su receptor epitelial Fgfr2-IIIb en células progenitoras, dando 
lugar a fallos en la comunicación estromal-epitelial en el nicho progenitor. 
Además, retrasa la expansión de células de origen progenitor, da lugar a una 
mayor pérdida hepatocítica y frena la generación de hepatocitos 2c (carga 
genética diploide), reduciendo así la reepitelización hepática. Por otra parte, 
durante la hepatocarcinogénesis, la pérdida de expresión de IRS2 está 
asociada con un fenotipo más mesenquimal, migratorio y metastásico, 
mientras que su sobreexpresión reduce la migración tumoral e induce 
procesos de transición mesenquimal epitelial (MET) así como la expresión 
de FGFR2-IIIb.  
En conclusión, los resultados alcanzados en esta tesis indican que 
la señalización sistémica de insulina/IGF-1 actúa a nivel local a través de 
IRS2 en el nicho progenitor durante la reparación del daño crónico hepático. 
La expresión de la proteína IRS2 regula de forma positiva la comunicación 
entre células estromales y epiteliales además de promover procesos MET, 
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2D: dos dimensiones. 
3D: tres dimensiones. 
ADN: ácido desoxirribonucleico. 
ADNc: ácido desoxirribonucleico codificante. 
AFP: alfa-fetoproteína. 
AH: arteria hepática. 
AKT/PKB: proteína quinasa B, del inglés protein kinase B. 
ARN: ácido ribonucleico. 
ARNm: ácido ribonucleico mensajero. 
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BCA: ácido bicinconínico, del inglés BiCinchoninic Acid. 
BSA: suero de albúmina bovina, del inglés bovine serum albumin. 
CB: conducto biliar. 
CD3: grupo de diferenciación 3, del inglés cluster of differentiation 3. 
CD45: grupo de diferenciación 45, del inglés cluster of differentiation 45. 
CDE: deficiente en colina y suplementada con etionina. 
CEH: célula estrellada hepática. 
CEHa: célula estrellada hepática activada. 
CEHi: célula estrellada hepática inactivada. 
CEHq: célula estrellada hepática quiescente. 
CK19: citoqueratina 19. 
CNP: célula no parenquimal. 
CPH: célula progenitora hepática. 
DDC: 3.5-Dietoxicarbinol-1.4-dihidrocolina.  
DEN: dietilnitrosamina. 
dH2O: agua destilada. 
DMEM: medio Dulbecco modificado, del inglés Dulbecco's Modified Eagle 
Medium. 
DMSO: dimetilsulfóxido. 
DO: densidad óptica. 
E-Cadherina: cadherina epitelial. 
EDTA: ácido etilendiaminotetraacético, del inglés ethylenediaminetetraacetic 
acid. 
EHNA: esteatohepatitis hepática no alcohólica. 
EMT: transición epitelio-mesenquimal, del inglés epithelial-mesenchymal 
transition. 
Epcam: molécula de adhesión celular epitelial, del inglés epitelial cell adhesion 
molecule. 
ERK: quinasa regulada por señal extracelular, del inglés extracellular signal-
regulated kinase. 
EtOH: etanol. 
FBS: suero fetal bovino, del inglés fetal bovine serum. 
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FCIII: clon fetal III, del inglés fetal clone III. 
FGF: factor de crecimiento fibroblástico, del inglés fibroblast growth factor. 
FGFR: receptor de factor de crecimiento fibroblástico, del inglés fibroblast growth 
factor receptor.  
FOXO1: del inglés forkhead box protein O1. 
FP: fibroblasto portal. 
GDP: guanosín difosfato. 
GFAP: proteína ácida fibrilar glial, del inglés glial fibrillary acidic protein. 
GFP: proteína verde fluorescente, del inglés green fluorescent protein. 
GLUT4: transportador de glucosa tipo 4, del inglés glucose transporter type 4. 
Grb2: adaptador del receptor del factor de crecimiento 2 del inglés growth factor 
receptor-bound protein 2. 
GSK3β: glucógeno sintasa quinasa 3 beta, del inglés glycogen synthase kinase 
3 beta. 
GTP: guanosín trifosfato. 
HB: hepatoblastoma. 
HCC: hepatocarcinoma. 
hCEH: célula estrellada hepática humana. 
HGNA: hígado graso no alcohólico.  
HNF4α: factor nuclear 4 α de hepatocito, del inglés hepatocyte nuclear factor 4α. 
HP: hepatectomía parcial. 
HRP: peroxidasa de rábano, del inglés horseradish peroxidase. 
IGF-1/IGF-2: factor de crecimiento insulínico tipo 1 y 2, del inglés insulin-like 
growth factor 1 y 2. 
IGF-1R: receptor del factor de crecimiento insulínico tipo 1, del inglés insulin-like 
growth factor 1 receptor. 
IR: receptor de insulina, del inglés insulin receptor. 
IRKO: deleción del receptor de insulina, del inglés insulin receptor knockout. 
IRS: substrato receptor de insulina, del inglés insulin receptor substrate. 
Irs1-/-: ratón deficiente del gen Irs1. 
Irs2-/-: ratón deficiente del gen Irs2. 
KRLB: dominio de unión a quinasa reguladora, del inglés kinase regulatory-loop 
binding. 
LIRKO: deleción específica de hígado del receptor de insulina, del inglés liver 
insulin receptor knockout. 
MAPK: proteína quinasa activada por mitógenos, del inglés mitogen-activated 
protein kinases. 
MEK 1/2: quinasa de la quinasa regulada por señal extracelular 1/2, del inglés 
mitogen-activated protein kinase or extracellular signal-regulated kinase 1/2. 
MET: transición mesenquimal-epitelial del inglés mesenchymal-epithelial 
transition. 
Mic1-1c3: citoquina inhibidora de macrófagos 1-1c3, del inglés macrophage 
inhibitory cytokine 1-1c3. 
MitoC: mitomicina C. 
MMP: metaloproteinasa. 
MOI: multiplicidad de infección, del inglés multiplicity of infection. 
mTOR: diana de la rapamicina en mamíferos, del inglés mammalian target of 
rapamycin. 
N-cadherina: cadherina neural. 
NNM: N-nitroso morfolina. 
NP-40: Nonidet P-40. 




OCT: temperatura optima de corte, del inglés optimum cutting temperature.  
OD: densidad óptica, del inglés optical density. 
OMS: Organización Mundial de la Salud. 
PBS: tampón fosfato salino, del inglés phosphate-buffered saline. 
PFA: paraformaldehído. 
PH: dominio pleckstrin homólogo. 
PI3K: fosfatidilinositol-3-quinasa, del inglés phosphatidylinositol 3-kinase. 
PIP: proteína inducible por prolactina. 
PKC: proteína quinasa C, del inglés protein kinase 3. 
PLL: polilisina, del inglés poly L- lysine. 
PMSF: fluoruro de fenilmetilsulfonilo, del inglés phenylMethylSulfonyl fluoride. 
PTB: dominio de unión a fosfo-tirosina del inglés phospho-tyrosine binding. 
PVDF: fluoruro de polivinilideno, del inglés PolyVinyl DiFluoride. 
RAF: proteína de fibrosarcoma acelerado rápidamente, del inglés rapidly 
accelerated fibrosarcoma. 
RAS: proteína del sarcoma de rata, del inglés rat sarcoma. 
Rpm: revoluciones por minuto. 
RT-qPCR: reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa, del inglés 
quantitative real-time polymerase chain reaction. 
SDS: dodecilsulfato sódico, del inglés sodium dodecyl sulfate. 
SDS-PAGE: gel de electroforesis de poliacrilamida-SDS, del inglés SDS-
polyAcrylamide gel electrophoresis. 
SH2: dominio 2 de la proteína SRC. 
shRNA: ARN de horquilla corta, del inglés short hairpin RNA. 
SOS: del inglés son of sevenless homolog. 
SPF: libre de agentes patógenos específicos, del inglés specific pathogen free. 
Spp1: osteopontina 1 o fosfoproteína secretada 1, del inglés secreted 
phosphoprotein 1. 
TBST: tampón fosfato salino con tween, del inglés tris buffered saline tween 20. 
TGF-β: factor de crecimiento transformante β, del inglés transforming growth 
factor β. 
THY1: antígeno celular del timo 1, del inglés thymus cell antigen 1. 
TNF: factor de necrosis tumoral, del inglés tumor necrosis factor. 
TrisHCL: hidrocloruro de tris, del inglés tris hydrochloride. 
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VHB: virus de la hepatitis B. 
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WT: fenotipo salvaje, del inglés wild type. 
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#c: número de copias genéticas. Ejemplo 2c, carga genética diploide; 4c, 














1.1 Señalización de Insulina/IGF-1 
1.1.1 Insulina 
La insulina es una hormona secretada en respuesta a altos niveles 
de glucosa en sangre (hiperglucemia), permitiendo la captación de glucosa 
por los diferentes tejidos y manteniendo así un estado de homeostasis, de 
acuerdo a las necesidades del organismo. Es sintetizada en el páncreas por 
las células β que se encuentran en los islotes de Langerhans, siendo liberada 
a la vena porta hepática, donde llega directamente al hígado [1]. Junto con 
el flujo sanguíneo de la arteria hepática (AH), viaja por los sinusoides 
hepáticos abandonando el hígado a través de las venas hepáticas. El hígado 
es uno de los principales tejidos diana de la insulina y se encuentra altamente 
expuesto a esta hormona, pues a su paso por este órgano, se clarifica entre 
el 50-80% de la insulina producida [2, 3]. Esta reduce la liberación de 
glucosa, inhibiendo su liberación a partir de glucógeno (glucogenólisis) y 
promoviendo la síntesis de glucógeno a partir de glucosa (glucogénesis). 
Además también promueve la síntesis y almacenamiento de ácidos grasos 
como fuente energética futura [4]. La insulina restante que es liberada por 
las venas hepáticas al torrente sanguíneo, llegando a otros tejidos clave 
como el músculo o el tejido adiposo. En estos, la insulina estimula la 
captación de glucosa, produciéndose así la glucogénesis en el músculo, y la 
lipogénesis en el tejido adiposo. Además, a nivel celular también ha sido 
descrita su actuación promoviendo el crecimiento, la proliferación, 
supervivencia y diferenciación [4]. 
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1.1.2 Factor de crecimiento insulínico (IGF) 
Las hormonas IGF de tipo I (IGF-1) y de tipo II (IGF-2) comparten 
una similaridad del 50% con la proinsulina [5]. Durante los periodos 
prenatales, es IGF-2 la que se expresa en mayor medida, promoviendo el 
crecimiento embrionario, mientras que en etapas postnatales IGF-1 aumenta 
su expresión adquiriendo un papel predominante [6]. 
IGF-1 se produce en todos los tejidos del cuerpo, aunque 
mayoritariamente en el hígado (75%) ante el estímulo de la hormona del 
crecimiento [7]. IGF-2 sin embargo, se expresa en multitud de tejidos y no es 
regulada por la hormona del crecimiento [8]. IGF-1 está implicado 
principalmente en el crecimiento celular, pero también está involucrada en 
procesos metabólicos, reparación tisular y estados patológicos. Por ejemplo, 
ante infecciones crónicas de hepatitis B o C (VHB o VHC) y ante estados de 
cirrosis hepática, los hepatocitos inducen la expresión del receptor de IGF-1 
(IGF-1R). Los pacientes con enfermedad crónica del hígado, presentan altos 
niveles de la hormona del crecimiento, aunque sus niveles de IGF-1 en 
sangre son bajos en comparación con sujetos sanos [9, 10] sugiriendo así 
un papel de IGF-1 en estados patológicos hepáticos. En 
hepatocarcinogénesis, también numerosos estudios han demostrado que la 
expresión de IGF-1 se reduce, mientras que los niveles de su receptor 
aumentan, dando lugar al crecimiento y proliferación de células cancerígenas 
[11].  
1.1.3 Receptores de insulina e IGF-1 
El receptor de insulina (IR) y el IGF-1R se componen de dos 
unidades α extracelulares y dos unidades β transmembrana con dominios 
quinasa, unidos entre si por puentes disulfuro, compartiendo una similaridad 
del 60% [10]. El IGF-1R tiene una gran afinidad por IGF-1 e IGF-2, aunque 
la insulina también tiene la capacidad de activarlo con una menor afinidad 
(entre 50 y 100 veces menor) [12]. Por otra parte, debido a un procesamiento 
alternativo del ARNm, el IR puede encontrarse en su forma α o β. La isoforma 
IR-α se expresa de forma predominante durante el periodo prenatal y en el 
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cerebro adulto, poseyendo gran afinidad por insulina y también por IGF-2. 
Por otra parte, IR-β está expresado predominantemente en tejidos adultos y 
tiene una mayor afinidad por la insulina, aunque también pueden señalizar a 
través de él con menor afinidad IGF-1 e IGF-2 [13]. Además, existe un tipo 
de receptor híbrido en el que una de las cadenas α-β pertenece al IR y otra 
al IGF-1R, poseyendo este una mayor afinidad por las IGFs que por la 
insulina [14] (Figura 1). 
 
Figura 1. Representación esquemática de los receptores de insulina e IGF-1. Cada 
receptor está compuesto por dos unidades extracelulares α que interaccionan de forma 
específica con cada hormona, activando la actividad tirosina quinasa de las unidades 
transmembrana β. IR-α, isoforma α del receptor de insulina; IR-β, isoforma β del receptor 
de insulina; IGF-1R, receptor de IGF-1; IGF-1 e IGF-2, factor de crecimiento insulínico tipo 
1 y 2. 
Tras la unión de estas hormonas a la cadena α de sus receptores, 
se origina un cambio conformacional que da lugar a la autofosforilación de 
los dominios tirosina quinasa de la subunidad β intracelular. De esta manera, 
se activa la actividad tirosina quinasa del receptor, activando una cascada 
de fosforilación [10]. 
Mediante el estudio del fenotipo de animales carentes de ambos 
receptores se ha demostrado que la señalización a través de ellos es crucial 
para la vida, relacionándose principalmente la señalización de insulina con 
la respuesta metabólica y la de IGF-1 con el crecimiento. El modelo murino 
carente del receptor de insulina (IRKO) muere entre las 48-72 horas después 
de su nacimiento debido a una hiperglucemia severa y cetoacidosis diabética 
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específico del hígado (LIRKO) sobrevive, aunque muestra un cuadro de 
resistencia a insulina e incapacidad de mantener la homeostasis de glucosa, 
presentando altos niveles de insulina (hiperinsulinemia) [16]. Por otra parte, 
el modelo murino carente de IGF-1R tampoco es viable, exhibiendo una 
reducción en peso del 55% y muriendo tras pocas horas de vida debido a 
una insuficiencia respiratoria [17]  
1.1.4 Proteínas substrato receptor de insulina (IRS) 
Las proteínas efectoras de las rutas de señalización intracelular no 
son directamente fosforiladas por los IR e IGF-1R, sino que son activadas 
por medio de unas proteínas conocidas como los substratos receptores de 
insulina (IRS), propagando así la señalización intracelular de diferentes vías 
de señalización. Se han descrito seis tipos de proteínas IRSs, poseyendo 
todas ellas una gran similaridad estructural en la zona N-terminal, 
conteniendo dos dominios de unión a IR e IGF-1R, el dominio pleckstrin 
homólogo (PH) y dominio de unión fosfotirosina (PTB) [18]. El dominio PH 
promueve uniones proteína-proteína, facilitando la unión de las IRSs con los 
receptores y las uniones proteína-fosfolípidos, promoviendo la interacción de 
las IRSs con la membrana celular [19, 20] Por otra parte, el dominio PTB 
promueve la interacción con IR e IGF-1R activados [21]. Estos dominios 
actúan como adaptadores, permitiendo la interacción transitoria de las 
proteínas IRSs con sus receptores. La zona C-terminal ha sido descrita como 
la más variable entre las distintas proteínas IRSs. Esta posee múltiples 
residuos tirosina que tras la activación y autofosforilación de los IR e IGF-1R, 
se fosforilan, promoviendo la unión con otras proteínas intracelulares 
efectoras mediante homología con el dominio 2 de la proteína SRC (SH2), 
que reconoce y se une a fosfotirosinas específicas, activando diferentes 
cascadas de señalización [22, 23]. Además, IRS2 contiene un dominio único 
que otorga especificidad de unión al receptor IR, conocido como dominio de 
unión a quinasa reguladora (KRLB) [21] (Figura 2). 
De las seis proteínas IRSs descritas hasta la fecha, cinco se 
expresan en humanos, todas excepto IRS3, que se expresa únicamente en 
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roedores [24]. Las IRSs se expresan de forma diferencial entre los distintos 
tejidos demostrándose que IRS1 e IRS2 son las que poseen un papel 
principal en la homeostasis de la glucosa y el crecimiento [18]. 
 
Figura 2. Estructura de las proteínas IRSs. Representación de las proteínas IRSs de 
origen humano, desde su extremo N-terminal (N) al C-terminal (C), conteniendo dominios 
de unión PH y PTB comunes. La zona C-terminal es la más heterogénea con diferentes 
dominios SH2 (PI3K, Grb2 y SHP2). La proteína IRS2 además contiene un dominio KRLB 
y las IRS5/6 contienen dominios homólogos en la zona C-terminal. Imagen modificada de 
[18]. N, extremo N-terminal; C, extremo C terminal; IRS, substrato receptor de insulina; PH, 
dominio pleckstrin homólogo; PTB, dominio de unión a fosfo-tirosina; PI3K, fosfatidilinositol-
3-quinasa; Grb2, adaptador del receptor del factor de crecimiento 2; SHP2 (dominio SH2 
proteína-tirosina fosfatasa-2); KRLB, dominio de unión a quinasa reguladora. 
El modelo murino carente de Irs1 (Irs1-/-) muestra una tolerancia 
normal a la glucosa, pero presenta retraso en el crecimiento, un aumento en 
la longevidad y fallos en la señalización de insulina. Este desarrolla 
resistencia a insulina, especialmente en el músculo pero sin llegar a 
progresar a un fenotipo diabético debido a un aumento en la secreción de 
insulina como medida compensatoria [25]. Por este motivo, IRS1 ha sido 
atribuido a una señalización predominante de IGF-1. Además, cabe destacar 
que la re-expresión de IRS1 en el hígado de estos animales permite 
normalizar la sensibilidad a insulina [26].  
Por otra parte, el modelo murino carente de Irs2 (Irs2-/-), al contrario 
del de Irs1-/-, presenta un deterioro progresivo de la homeostasis de glucosa. 
A medida que los animales son más longevos los niveles de glucosa en 
sangre se elevan, desarrollando diabetes de forma progresiva. En etapas 
adultas (6-8 semanas) presentan intolerancia a la glucosa, mostrando un 
fenotipo diabético a las 10 semanas de vida. Este se da debido al desarrollo 
de resistencia a insulina en el músculo esquelético y el hígado junto con una 
IRS1 PH PTBN CPI3K Grb2 SHP2
IRS2 PH PTBN CPI3K Grb2 SHP2KRLB
IRS4 PH PTBN CPI3K Grb2
IRS5 PH PTBN C
IRS6 PH PTBN C
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pérdida de la masa de células β pancreáticas. A causa de este fenotipo la 
vida máxima de los machos suele ser de 12 semanas, mientras que en las 
hembras la diabetes progresa de forma más lenta, sobreviviendo hasta las 
24 semanas de vida. Cabe mencionar, que aunque la resistencia a insulina 
en este modelo se dé particularmente a nivel hepático, el desarrollo del 
hígado es aparentemente normal, mostrando defectos en el crecimiento del 
cerebro y testículos principalmente [27]. 
El estudio de IRS1 e IRS2 en el desarrollo embrionario del hígado 
en ratas ha demostrado que IRS2 se expresa en mayor medida y promueve 
la señalización de insulina durante esta etapa [28]. En etapas adultas, 
diferentes estudios han relacionado IRS1 con una actividad mayoritaria en el 
músculo esquelético, mientras que IRS2 ejercería un papel predominante en 
el hígado, grasa y músculo [29, 30]. Además, IRS2 ha sido identificado como 
el mayor efector a través de fosfoinositol-3 quinasa (PI3K) de la señalización 
de insulina en los hepatocitos, e IRS1 como el principal mediador de las 
señales a través de IGF-1 [31]. Estos datos indican que a pesar de la similitud 
proteica entre IRS1 e IRS2, su regulación y mecanismo de acción es 
diferencial. 
Por otra parte, la proteína IRS3 se expresa mayoritariamente en el 
tejido adiposo, hígado, pulmones y en el cerebro de roedores. Sin embargo, 
no está presente en humanos [32]. El modelo murino carente de Irs3 (Irs3-/-
), no produce un fenotipo alterado en la señalización de insulina/IGF-1 [33]. 
La proteína IRS4 tampoco parece tener un gran papel en la 
transmisión de la señalización de insulina/IGF-1, pues el modelo murino 
carente de esta muestra efectos mínimos en el crecimiento y en la tolerancia 
de la glucosa [34]. 
Finalmente, las proteínas IRS5 e IRS6 (también conocidas como 
DOK4 y DOK5 respectivamente) poseen una expresión muy limitada. La 
zona N-terminal es similar al resto de las proteínas IRSs, sin embargo, la 
zona C-terminal por la que se unen a las proteínas efectoras de la 
señalización insulina/IGF-1 se encuentra truncada [18].  
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1.1.5 Cascada de señalización insulina/IGF-1 
Las proteínas IRSs fosforiladas en los residuos tirosina modulan 
diferentes cascadas de señalización de insulina/IGF-1 mediante la unión con 
proteínas efectoras a través de los dominios SH2 (Figura 3). Las principales 
rutas de activación son las siguientes: 
Ruta PI3K-AKT: Esta ruta es la principal responsable del papel 
metabólico de la insulina, promoviendo la síntesis de glucógeno y la 
internalización celular de glucosa. PI3K es activada por las proteínas IRSs 
junto con GRB2. Esta fosforila a otras proteínas aguas abajo que darán lugar 
a la fosforilación tanto de AKT (también conocida como proteína quinasa B, 
PKB) como de la proteína quinasa C (aPKC). AKT fosforila a la proteína 
glucógeno sintasa quinasa 3-β (GSK3β), quedando inactiva e induciendo así 
la síntesis de glucógeno, vía diana de la rapamicina en mamíferos (mTOR). 
Además, AKT también fosforila al factor de transcripción forkhead box protein 
O1 (FOXO1), produciéndose su traslocación desde el núcleo al citoplasma, 
inhibiéndose así rutas proapoptóticas y promoviendo rutas de crecimiento 
celular, proliferación y diferenciación. La señalización de PI3K a través de 
AKT y PKC, también induce la traslocación de la proteína transportadora de 
glucosa tipo 4 (GLUT4) a la membrana plasmática, permitiendo el transporte 
extracelular de glucosa [18]. Por otra parte, la fosforilación de mTOR a partir 
de la activación de PI3K induce una cascada de señalización que controla la 
formación de ribosomas y la síntesis de proteínas, entre ellas c-MYC y ciclina 
D, promoviendo por tanto la proliferación y crecimiento celular [35]. 
Ruta RAS-MAPK: Las IRSs fosforiladas se unen tanto a GRB2 
como a son of sevenless homolog (SOS), desencadenando una cascada de 
señalización resultante en la activación de RAS. Esta induce a su vez otra 
cascada que promueve la fosforilación de MEK1/2 (proteínas quinasa 
activadas por mitógenos) que fosforilan a ERK1/2 (quinasas reguladas por 
señales extracelulares). Una vez fosforiladas, se traslocan al núcleo 
activando distintos factores de transcripción. Esta ruta promueve la 
supervivencia celular, el crecimiento y la división [35]. 




Figura 3. Ruta de señalización de insulina/IGF-1 a través de Ras-MAPK y PI3K-AKT 
esquematizada. Imagen modificada de [36] y [37]. IGF-1 e IGF-2, factor de crecimiento 
insulínico tipo 1 y 2; IR, eceptor de insulina; IGF-1R, receptor del factor de crecimiento 
insulínico tipo 1; PIP, proteína inducible por prolactina; GLUT4, transportador de glucosa 
tipo 4; AKT, proteína quinasa B; GSK3B, glucógeno sintasa quinasa 3 beta; FOXO1, 
forkhead box protein O1; mTOR, diana en mamíferos de la rapamicina; PI3K, 
fosfatidilinositol-3-quinasa; IRS, substrato receptor de insulina; Grb2, adaptador del 
receptor del factor de crecimiento 2; SOS, son of sevenless homolog; Ras, proteína del 
sarcoma de rata; GDP, guanosín difosfato; GTP, guanosín trifosfato; Raf, proteína de 
fibrosarcoma acelerado rápidamente; MEK 1/2, quinasa de la quinasa regulada por señal 
extracelular 1/2; ERK, quinasa regulada por señal extracelular; P, grupo fosfato. 
1.2 Resistencia a insulina, diabetes mellitus tipo 2 y 
obesidad 
La resistencia a insulina se define como una condición en la que se 
necesitan altos niveles de insulina para mantener el estado de 
normoglucemia (niveles normales de glucosa en sangre) y en la que se 
produce una falta de respuesta por parte del hígado, músculo esquelético y 
del tejido adiposo a esta hormona. La resistencia a insulina es un rasgo clave 
en pacientes con diabetes tipo 2 u obesidad, patologías que se caracterizan 
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Durante el desarrollo de la diabetes tipo 2, los tejidos diana de la 
insulina reducen la sensibilidad a esta, como consecuencia se produce un 
aumento de los niveles normales de secreción de insulina por el páncreas a 
modo de compensación para tratar de alcanzar un estado normoglucémico. 
Esta condición es conocida como hiperinsulinemia y se la relaciona con el 
desarrollo del cáncer [39]. El sobreesfuerzo del páncreas y la creciente 
insensibilidad a la acción de la insulina en los tejidos periféricos conllevan 
una pérdida de funcionalidad y número de células β pancreáticas (llegándose 
a describir la pérdida de entre el 40-60% de la masa total de células β). Como 
consecuencia se produce una reducción drástica de síntesis de insulina y un 
aumento de los niveles de glucosa en sangre. La causa de la reducción de 
células β se encuentra aún bajo estudio, aunque se atribuye a diferentes 
posibles eventos, como el aumento en la tasa apoptótica [40] o la 
desdiferenciación de células β a células α productoras de glucagón [41].  
La obesidad, definida como una acumulación anormal de tejido 
adiposo en el que el sujeto supera o iguala su índice de masa corporal en 30 
kg/m2 y que puede dar lugar a diferentes problemas de salud [42], también 
ha sido relacionada con la resistencia a insulina en diversos estudios 
epidemiológicos [43–45]. Aún no se ha determinado la causa principal que 
hace que los sujetos con obesidad desarrollen resistencia a insulina, pero se 
han descrito diferentes eventos observados en estos sujetos y que podrían 
dar lugar a una disminución de la sensibilidad a insulina. En primer lugar, el 
aumento de grasa visceral está asociado con la acumulación de lípidos en el 
hígado, y por tanto con una función defectuosa de este. Se postula que el 
estrés oxidativo e inflamación promovidos por compuestos provenientes del 
metabolismo de los lípidos, como citoquinas proinflamatorias y el factor de 
crecimiento transformante-β (TGF-β), activarían a las células estrelladas del 
hígado. Estas darían lugar a la deposición de proteínas fibrogénicas, 
impidiendo el correcto funcionamiento de este tejido y promoviendo así la 
resistencia a insulina [46].  
Según la organización mundial de la salud (OMS), el número de 
pacientes con diabetes tipo 2 o con obesidad ha aumentado drásticamente 
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durante los últimos años y se prevé que siga en aumento, convirtiéndose en 
pandemias mundiales y en retos que afrontar en el siglo XXI [47]. En 
concreto, según la federación internacional de diabetes, 58 millones de 
europeos padecen diabetes tipo 2 y se prevé que esta cifra aumente un 16% 
para 2045 [48]. De acuerdo con la OMS, entre el 10-30% de los europeos 
padecen obesidad [42]. 
1.3 Resistencia a insulina y patologías hepáticas 
La resistencia a insulina está relacionada con diferentes aspectos 
patológicos. En el hígado en concreto, ha sido relacionada con el desarrollo 
de la enfermedad del hígado graso no alcohólico (HGNA), caracterizada por 
esteatosis hepática (acúmulo de triglicéridos en el hígado) no causada por la 
ingesta de alcohol [49]. A su vez, la acumulación de lípidos en el hígado 
promueve la activación de macrófagos, incrementando la inflamación 
hepática, activando las células estrelladas del hígado y promoviendo la 
deposición de colágeno y la consecuente acumulación de fibrosis, 
favoreciendo así el estado de resistencia a insulina y dando lugar a 
esteatohepatitis hepática no alcohólica (EHNA) [50]. El daño hepático 
crónico puede progresar desde la fibrosis hasta la formación de cirrosis, y en 
último término, a hepatocarcinoma (HCC), estimándose incluso que HGNA 
puede ser la causa más común de desarrollo de HCC en los países 
desarrollados [51]. 
La fibrosis consiste en la acumulación de proteínas fibróticas que 
forman la matriz extracelular y que participan en la respuesta de cicatrización 
ante daños hepáticos. Supone un mecanismo de respuesta al daño, que una 
vez cesado debe ser eliminado, dado que la continua acumulación de matriz 
extracelular destruye las estructuras hepáticas e imposibilita la correcta 
función del hígado [52]. Los estados más avanzados de fibrosis hepática en 
los que no sólo aparece una mayor deposición de matriz, sino que también 
se produce una disrupción tisular, alteración de la circulación sanguínea y 
riesgo de fallo hepático, se conocen como cirrosis [52] (Figura 4).  
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La resistencia a insulina ha sido relacionada con la progresión de 
fibrosis en enfermedades hepáticas como EHNA y VHC, pero los 
mecanismos que llevan a esta relación se desconocen [53]. Además, se ha 
observado que en pacientes con HGNA o EHNA los niveles hepáticos de 
IRS2 se encuentran reducidos [54, 55]. HGNA está asociada no sólo a la 
resistencia a insulina, sino también al estado de hiperinsulinemia. Los últimos 
estudios indican que entre un 70-80% de individuos con obesidad o con 
diabetes tipo 2 presentan HGNA convirtiéndose en una de las afecciones 
crónicas hepáticas más comunes [56]. 
 
Figura 4. Esquema de la progresión del daño hepático. Factores como la diabetes tipo 
2 y la obesidad, caracterizadas por el desarrollo de resistencia a insulina, promueven la 
acumulación de grasas en el hígado y el desarrollo de HGNA, que junto con la inflamación 
progresa hasta EHNA. El daño hepático crónico característico de esta enfermedad y otras 
patologías como infecciones de VHB, VHC o la ingesta continuada de alcohol, promueven 
las deposiciones fibróticas hepáticas y en último término el desarrollo de cirrosis. El HCC 
suele aparecer en un contexto de cirrosis hepática (alrededor del 80% de los casos de 
HCC), pero también en menor medida (20% aproximadamente) puede surgir en un 
ambiente no cirrótico. Además, la obesidad y diabetes tipo 2 son factores que incrementan 
el riesgo de padecer HCC. HGNA, enfermedad del hígado graso no alcohólico; EHNA, 
esteatohepatitis hepática no alcohólica; HCC, hepatocarcinoma; VHB, virus de la hepatitis 
B; VHC, virus de la hepatitis C. 
El daño crónico en el hígado conlleva procesos de adaptación y de 
regeneración que tratan de reparar el deterioro. La resistencia a insulina 
también ha sido asociada con defectos en la regeneración hepática a partir 
de la proliferación de hepatocitos [16, 57], sin embargo, no está descrito el 
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papel que esta tendría en la regeneración hepática a partir de células 
progenitoras. A pesar de ello, la resistencia a insulina sí que ha sido 
relacionada con la progresión de EHNA y la aparición de las conocidas como 
“reacciones ductulares” donde las células progenitoras hepáticas se 
disponen creando estructuras con forma de ductos, rodeadas de estroma y 
células inflamatorias [58].  
El daño crónico hepático está también vinculado con la aparición y 
desarrollo de hepatocarcinomas. La cirrosis supone el principal factor de 
riesgo de HCC, llegándose a observar en alrededor de un 80-90% de sujetos 
con HCC [59]. Existen a su vez otros factores de riesgo de HCC relacionados 
con el daño crónico hepático como infecciones crónicas víricas (VHB o VHC) 
[60], HGNA, diabetes tipo 2 u obesidad [61]. En concreto, el riesgo de 
padecer HCC aumenta en sujetos con obesidad (entre 1,5 a 4 veces más), 
con diabetes tipo 2 (entre 2 y 3 veces más) y con hiperinsulinemia (3 veces 
más) [51, 62]. Aparte de ser un factor de riesgo de HCC, la diabetes tipo 2 
también ha sido relacionada con una mayor tasa de desarrollo de HCC en 
pacientes que ya padecen daño crónico hepático [63] o en pacientes con 
VHC [64]. Además, la resistencia a insulina también aumenta las 
probabilidades de desarrollar HCC en pacientes con VHC [65], habiéndose 
vinculado con la aparición de HCC en un modelo de EHNA en ratón [66].  
Cabe destacar, que aunque comúnmente está extendida la creencia 
de que el HCC sólo aparece cuando el hígado posee tal nivel de daño que 
padece cirrosis, el HCC también se desarrolla en pacientes con HGNA sin 
cirrosis, con tasas de alrededor del 20% [67]. Esto sugiere que la resistencia 
a insulina y el ambiente proinflamatorio característico en estos pacientes 
pudieran promover la carcinogénesis sin necesidad de desarrollar fibrosis ni 
cirrosis. Además, tanto la obesidad como la diabetes tipo 2 y la 
hiperinsulinemia han sido relacionadas con un aumento en las 
probabilidades de padecer cáncer de hígado [68]. Las vías que promueven 
el desarrollo de HCC en estos pacientes no están completamente definidas, 
pero se atribuye a factores comunes en ambos sujetos, como son la 
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resistencia a insulina, la huperinsulinemia, el incremento en los niveles de 
IGF, esteroides, péptidos de hormonas y marcadores de inflamación [68, 69].  
1.4 Fisiología del hígado 
1.4.1 Función 
El hígado es un órgano del cuerpo humano que llega a abarcar un 
2% aproximado del peso (1,5- 1,8 Kg), siendo el encargado de múltiples 
funciones como son el metabolismo de carbohidratos, el almacenamiento de 
glucógeno, vitaminas, hormonas y cofactores, sintetizar y secretar proteínas 
plasmáticas, filtrar toxinas y producir la bilis que promueve la digestión de las 
grasas. El hígado también detoxifica la sangre de alcohol y fármacos. En 
algunas ocasiones, los metabolitos provenientes de esta detoxificación son 
más tóxicos que el precursor, lo que causa daño hepático [70]. 
1.4.2 Anatomía del hígado 
El hígado recibe abastecimiento sanguíneo de dos fuentes, por un 
lado, de la arteria hepática y por otro de la vena porta. La arteria hepática 
suple al hígado de sangre oxigenada, y supone alrededor del 25% del flujo 
sanguíneo que llega a este órgano. Sin embargo, el mayor suministro lo da 
la vena porta, un 75% aproximadamente del flujo sanguíneo [71]. Se trata de 
sangre venosa proveniente del sistema gastrointestinal (bazo, páncreas e 
intestino delgado) que transporta nutrientes y productos provenientes de la 
digestión al hígado, antes de pasar al corazón. Este flujo sanguíneo pasa a 
través de las venas mesentéricas superior e inferior que, junto con la vena 
esplénica, se unen y forman la vena porta. Esta a su vez se ramifica en el 
interior del hígado llegando la sangre a los sinusoides hepáticos donde es 
filtrada por las células de Kupffer para eliminar posibles patógenos que hayan 
escapado de las defensas del sistema gastrointestinal. El plasma llega a los 
hepatocitos, que gracias a la cantidad de enzimas que poseen, son capaces 
de romper y metabolizar los compuestos que este flujo lleva consigo. La 
sangre que pasa a través de los sinusoides llega finalmente hasta las venas 
Capítulo 1. Introducción 
 
14 
centrales, que se encargan de transportar el flujo sanguíneo a través de la 
vena inferior cava hasta el corazón [72]. 
 
Figura 5. Representación del lobulillo hepático. Representación de la sección 
transversal con forma de hexágono en la que en cada vértice se observa la triada portal 
formada por una ramificación de la VP, otro de la AH y un CB. La sangre proveniente de la 
VP y AH fluye por los sinusoides hasta la VC, mientras que el flujo de bilis lo hace desde la 
VC hasta el CB. VP, vena portal; AH, arteria hepática; VC, vena central; CB, conducto biliar. 
En el hígado también se produce un flujo de bilis, que es sintetizado 
por los hepatocitos y secretado a los canículos biliares que se disponen entre 
hepatocitos y que a través del Canal de Hering desembocan en los 
conductos biliares (red tubular formada por colangiocitos). Estos conductos 
biliares transportan la bilis hacia la vesícula biliar, donde se almacena y 
desde donde se envía al duodeno para participar en el metabolismo de las 
grasas. La bilis es una solución acuosa (95%) en la que están disueltas sales 
biliares, proteínas, fosfolípidos, colesterol, aminoácidos, vitaminas y metales 
pesados, así como toxinas y xenobióticos. La bilis tiene diversas funciones, 
siendo una de ellas la excreción de compuestos que debido a su alto peso 
molecular son difíciles de filtrar por los riñones. También participa en la 
emulsión de grasas para facilitar su absorción intestinal, eliminación de 
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El hígado está estructurado en subunidades denominadas lobulillos, 
separadas entre sí por tejido conectivo. La sección transversal de estos tiene 
forma hexagonal en la que en el centro se dispone la vena central, y en cada 
vértice se encuentra la llamada triada portal, que consta de una rama de la 
AH, otra de la VP y un CB. Desde esta zona periporta se disponen los 
sinusoides por los que circula la sangre hacia la VC, pasando por los 
hepatocitos y favoreciendo la captación de los productos de la digestión por 
estos [72] (Figura 5). 
1.4.3 Tipos celulares 
Durante la etapa de desarrollo embrionario, el hígado se forma a 
partir tanto del endodermo como del mesodermo, de modo que contiene 
células epiteliales, como son los hepatocitos y los colangiocitos, y células 
mesenquimales, representadas por diversos tipos celulares como son las 
células estrelladas hepáticas, las células Kupffer, las endoteliales o los 
fibroblastos portales [74] (Figura 6).  
 
Figura 6. Esquema representativo de los tipos celulares residentes en el hígado. El 
flujo sanguíneo proveniente de la VP y la AH confluye en los sinusoides hepáticos por los 
que llega hasta la VC. Las células endoteliales forman una pared entre los sinusoides y el 
espacio de Disse, donde residen las CEHq, en contacto con los hepatocitos. Las células de 
Kupffer también se encuentran entre los sinusoides, llegando a alcanzar a los hepatocitos 
a través del espacio de Disse. Los hepatocitos se disponen por el tejido pudiendo poseer 
diferentes ploidías e incluso binuclearidad, y secretan, a través de canículos, bilis hacia los 
CBs, formados por colangiocitos y localizándose en la zona periporta. Estos a su vez se 
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VP, vena portal; AH, arteria hepática; VC, vena central; CB, conducto biliar; FPs, 
fibroblastos portales; CEHq, célula estrellada hepática quiescente. 
Hepatocitos: Los hepatocitos son células epiteliales que 
constituyen la fracción principal celular del hígado, representando 
aproximadamente el 45-55% del número de células residentes hepáticas 
pero ocupando en torno al 70-80% del volumen [75, 76]. Esto se debe a que 
son células de gran tamaño, conteniendo una gran masa de retículo 
endoplasmático rugoso y ribosomas, que les confiere la capacidad de 
sintetizar abundantes cantidades de proteínas. Los hepatocitos provienen de 
precursores más indiferenciados productores de alfa-fetoproteína (AFP), 
denominados hepatoblastos. A medida que estos se van diferenciando se 
convierten en hepatocitos dejando de expresar este marcador fetal [77]. Se 
disponen formando filas desde la zona periportal hacia la zona perivenosa 
hepática separadas entre sí por canales vasculares por los que circula el flujo 
sanguíneo, conocidos como sinusuides. Son células polarizadas, que 
mantienen su membrana basal en dirección a las células endoteliales y su 
zona apical formando los canículos biliares [78]. La función de los 
hepatocitos radica no sólo en la síntesis de proteínas, sino también en su 
almacenamiento, transformación de carbohidratos, síntesis de colesterol, 
sales biliares y fosfolípidos, y en la detoxificación y modificación de un amplio 
espectro de sustancias [79]. El hígado presenta zonalidad, ejerciendo los 
hepatocitos residentes en las zonas periportales un mayor papel en la 
gluconeogénesis y en el metabolismo de las grasas, mientras que los 
residentes en las zonas perivenosas están más vinculados a la detoxificación 
[80]. 
La ploidización es una característica celular que se da en pocos 
tejidos de mamíferos, entre ellos el hígado, corazón o la médula ósea. Los 
hepatocitos tienen la característica de poder presentar diferentes ploidías, 
pudiendo variar según multitud de factores como la edad, el daño hepático, 
procesos de regeneración e incluso variaciones en la señalización de insulina 
[81]. Durante el desarrollo embrionario y primeras semanas de vida, los 
hepatocitos presentan un contenido de ADN diploide. A medida que se 
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produce el desarrollo postnatal y junto con el proceso de destete y comienzo 
de ingestión de alimentos sólidos, los hepatocitos comienzan a ganar ploidía 
debido a fallos en la citocinesis y a continuas rondas de síntesis de ADN [82]. 
En etapas adultas los humanos poseen en torno al 50% de hepatocitos 
poliploides, mientras que en ratones esta cifra ronda el 90% [83, 84]. La 
población más abundante es la tetraploide; estando en torno al 40% en 
humanos adultos y al 70% en ratones [81]. Además, también es frecuente la 
aparición de hepatocitos binucleares pudiéndose observar alrededor del 30% 
dependiendo de la edad y la cepa de ratón [83, 85]. El aumento de la ploidía 
está asociado a múltiples procesos como la diferenciación, alteraciones en 
la actividad metabólica [86], reducción de sensibilidad a insulina en 
hepatocitos [81] o la protección contra la pérdida de genes supresores de 
tumores [83]. La ploidía hepatocítica suele presentar variaciones en 
diferentes estados fisiopatológicos. Se han descrito cambios en el perfil de 
ploidía hepatocítica caracterizados por un incremento de hepatocitos con un 
contenido igual o mayor a 8c y pérdida de hepatocitos 2c durante 
enfermedades hepáticas como HGNA [87]. En VHB y VHC se ha observado 
una reducción en el porcentaje de hepatocitos mononucleares diploides, 
donde el incremento en ploidía se correlaciona con la severidad de la 
infección. Además, la proporción de hepatocitos binucleares es mayor en los 
casos de VHB que de VHC, mostrando por tanto patrones de ploidía 
diferenciales entre ambas infecciones [88]. Un estudio de poliploidía de 
hepatocarcinomas humanos ha demostrado que los HCC reducen su 
contenido de células binucleares, mientras que aumentan el contenido de 
células mononucleares poliploides. Este incremento se relaciona con una 
menor diferenciación tumoral y una mayor tasa de reaparición [89].  
La función biológica de la poliploidía hepatocítica se desconoce, 
pero existen diferentes hipótesis en torno a este fenómeno. Una de ellas es 
la creencia de que un mayor número de copias de ADN puede aumentar la 
capacidad metabólica de la célula, y el hecho de evitar la citocinesis 
supondría un ahorro energético. Además, los hepatocitos son células 
expuestas a multitud de toxinas que podrían crear un daño genotóxico. La 
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poliploidía otorga la capacidad de tener varias copias genéticas que ante 
exposiciones nocivas se traduciría en un menor riesgo de pérdida de función 
de genes esenciales, suponiendo un papel protector en cáncer [90]. De 
hecho se ha demostrado que el aumento de hepatocitos 2c incrementa las 
posibilidades de sufrir hepatocarcinoma, debido a una mayor susceptibilidad 
de pérdida de función de genes supresores de tumores [83]. 
Colangiocitos: Junto con los hepatocitos forman parte de los dos 
tipos de células epiteliales hepáticas. No son muy abundantes, 
representando aproximadamente el 3-5% del número de células en el 
hígado. Los colangiocitos forman los conductos biliares que se extienden 
tanto intrahepáticamente como extrahepáticamente hasta el duodeno. 
Participan en la modificación de la composición de la bilis durante su 
recorrido por los conductos biliares. Su disfunción afecta a diferentes 
enfermedades hepáticas causando colestasis (disminución del flujo biliar) 
[91]. 
Células endoteliales sinusoidales: estas células de origen 
mesenquimal representan en torno al 30% de células hepáticas [75]. Forman 
los capilares o sinusoides por los que circula la sangre que proviene tanto de 
la vena porta como de la arteria hepática hasta la vena central. Se 
encuentran en contacto directo con el flujo sanguíneo, quedando este 
separado de los hepatocitos por estas células y por el espacio de Disse. Lo 
que las distingue de otras células endoteliales es su capacidad de formar 
poros celulares ante diferentes estímulos, que permiten el intercambio de 
compuestos entre el plasma sanguíneo y los hepatocitos (pasando 
previamente por el espacio de Disse), sin dejar de formar una barrera contra 
agentes patógenos [92, 93]. 
Células de Kupffer: estas células de origen mesenquimal 
representan en torno al 9% de células hepáticas [75]. Son los macrófagos 
residentes del hígado que se localizan en el lumen de los sinusoides, en 
contacto con las células endoteliales, pero también con los hepatocitos y 
células estrelladas hepáticas, gracias a prolongaciones citoplasmáticas que 
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atraviesan el espacio de Disse. Se encuentran en contacto directo con 
posibles patógenos que puedan llegar al tejido hepático a través del flujo 
sanguíneo proveniente del tracto gastrointestinal, por lo que se observan en 
mayor abundancia alrededor de las zonas portales, por donde el flujo 
sanguíneo entra al hígado. Una vez activados al reconocer sustancias 
extrañas, liberan citoquinas, especies reactivas de oxígeno y otros 
compuestos que median la respuesta inflamatoria e inmunitaria. Es por ello 
que las células de Kupffer participan en la respuesta primaria ante 
infecciones hepáticas, exposición a toxinas y procesos de inflamación entre 
otros [94]. 
Células estrelladas hepáticas (CEH): representan en torno al 11% 
de la fracción celular hepática [75]. Las CEH son células de origen 
mesenquimal que se encuentran de forma quiescente (CEHq) en el espacio 
perisinusoidal de Disse, entre los sinusoides y los hepatocitos. Se 
caracterizan por su alto contenido en vitamina A, almacenado en forma de 
retinil palmitato y por la expresión del marcador fibrilar glial ácido (GFAP) 
[95]. También es destacable su plasticidad, ya que pueden ser activadas 
(CEHa) por estrés oxidativo, citoquinas, señales proinflamatorias inducidas 
por las células de Kupffer y cuerpos apoptóticos provenientes de hepatocitos 
dañados [52]. Su activación consiste en la inducción de la proliferación y en 
la transdiferenciación a miofibroblastos productores de proteínas fibróticas 
como α-actina del músculo liso (α-SMA) o colágeno I, perdiendo también el 
almacenamiento de vitamina A [95]. De modo que, ante situaciones de daño 
hepático, las CEH migran al lugar del daño y sintetizan proteínas que forman 
parte de la matriz extracelular, cicatrizando así provisionalmente el tejido y 
participando por tanto en los procesos de fibrosis [96]. Además, las CEH 
también actúan como células señalizadoras liberando citoquinas y factores 
de crecimiento. El análisis de expresión genética a partir de CEH individuales 
ha demostrado que estas pueden presentar diferentes cambios 
transcripcionales durante los procesos regenerativos. Este estudio reciente 
define nuevos estados funcionales de las CEH que no habían sido descritos 
previamente, distinguiendo dos estados de activación, el profibrótico y el pro-
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regenerativo, expresando α-SMA y colágenos o bien citoquinas y factores de 
crecimiento [97].  
 
Figura 7. Transición fenotípica de las células estrelladas hepáticas. Normalmente se 
encuentran en estado quiescente (CEHq) en el que almacenan vitamina A. Tras el daño 
hepático se activan (CEHa) y pasan a un estado profibrótico en el que sintetizan 
componentes de la matriz extracelular. Además, también pueden presentarse en su estado 
pro-regenerativo productor de citoquinas y factores de crecimiento que inducen la 
reepitelización hepática. Una vez cesado el daño hepático, parte de estas se eliminan 
mediante apoptosis o senescencia y otras vuelven a un estado inactivado (CEHi) similar al 
quiescente. CEHq, célula estrellada hepática quiescente; CEHa, célula estrellada hepática 
activada; CEHi, célula estrellada hepática inactivada. 
Una vez cesado el daño y repoblado el tejido con células epiteliales, 
los miofibroblastos llevan a cabo un proceso de resolución o reversión 
fibrótica. Durante este, los miofibroblastos entran en apoptosis [98], 
senescencia [99], o bien vuelven a un estado similar al quiescente, 
reduciendo la síntesis de proteínas fibróticas, pero con una habilidad de 
respuesta ante el daño más rápida. Este estado es conocido como inactivado 
(CEHi) [98] (Figura 7). Además, durante este estado de resolución se reduce 
la expresión de TIMP1, que ha sido relacionado con el bloqueo de enzimas 
degradadoras de matriz extracelular (como las proteínas metaloproteasas, 
MMPs) e inhibición de apoptosis de las CEH. De esta forma se promueve la 
degradación de las deposiciones extracelulares que han generado 
cicatrización del tejido, recobrando así la epitelización y correcta 
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este estado de activación de CEH en el tiempo, provocando fibrosis y en 
último término fallo hepático [52].  
Fibroblastos periportales (FP): Estas células, al igual que las 
CEHs, pertenecen a la fracción mesenquimal. Ante el daño hepático crónico 
se activan, proliferan y muestran un fenotipo miofibroblástico expresando 
marcadores de la matriz extracelular [100]. Su caracterización es aún 
controvertida, pero se sabe que se localizan alrededor de la vena porta y que 
son positivas para marcadores como THY1, Elastina, Fibrulina y α-SMA entre 
otros [101]. Aunque las CEH son la mayor fuente de miofibroblastos 
hepáticos, la capacidad de producir proteínas fibróticas por los FPs también 
les hace formar parte de esta población [102]. 
1.5 Regeneración hepática a partir de células 
progenitoras  
El hígado es uno de los órganos de mamíferos con mayor capacidad 
regenerativa. Han sido descritos dos mecanismos por los que el hígado 
puede dar lugar a regeneración, dependientes del tipo de daño. Cuando se 
produce un daño agudo como una hepatectomía parcial (HP) (escisión 
quirúrgica de una parte del tejido) la masa hepática es repoblada por la 
proliferación y/o crecimiento de los hepatocitos [103]. El proceso de 
regeneración hepática a partir de la proliferación de hepatocitos que se da 
tras una HP donde el resto del hígado mantiene un estado sano ha sido 
extensamente estudiado. Sin embargo, este escenario no está representado 
en la mayoría de patologías hepáticas, ya que el tejido suele presentar 
inflamación, senescencia de hepatocitos, aumento de deposiciones en la 
matriz extracelular debido al desarrollo de fibrosis y otra serie de 
complicaciones [104].  
Cuando el hígado es dañado de forma crónica, los hepatocitos no 
son capaces de compensar la pérdida celular. Es en estos procesos de daño 
agudo (casusados por fármacos o toxinas) y de daño crónico (patologías 
hepáticas como la cirrosis cuando las células progenitoras hepáticas (CPHs) 
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se activan en lo que se conoce como reacción ductular [105]. Las reacciones 
ductulares fueron descritas por primera vez en 1956 por Farber [106], y 
desde entonces son numerosos los estudios que tratan sobre ellas. Este tipo 
celular juega un papel fundamental durante la regeneración hepática debido 
a su capacidad de diferenciación tanto en hepatocitos como en colangiocitos, 
los dos tipos de células epiteliales presentes en el hígado [107]. Las CPHs 
se caracterizan por ser células pequeñas con un alto ratio núcleo/citoplasma 
[106]. Hasta la fecha no existe una combinación de marcadores específicos 
para su completa identificación debido a la heterogeneidad que las 
caracteriza [108]. Algunos de los marcadores más comúnmente utilizados 
para su seguimiento son SOX9, EPCAM, MIC1-1C3 o SPP1 entre otros 
[109–112]. Estas células pueden madurar hasta la formación de nuevos 
hepatocitos [112], promoviendo así la regeneración hepática. Son diferentes 
las patologías hepáticas en las que se describe la aparición de CPHs, como 
EHNA, VHB o VHC [113–115], entre otras.  
A pesar de la multitud de estudios realizados con CPHs su 
procedencia es aún una cuestión por resolver, existiendo diferentes teorías 
al respecto. Debido a su capacidad de diferenciación a hepatocitos y a 
colangiocitos, se ha propuesto que las CPHs pudieran provenir de ambos 
tipos celulares. Por una parte, ha sido demostrado que los hepatocitos tanto 
de origen murino como de origen humano, pueden realizar un proceso de 
metaplasia en el que se transdiferenciarían a un estado progenitor. Este 
proceso sería reversible y por tanto promovería la regeneración hepática 
ante situaciones de daño crónico mediante la diferenciación de nuevo a 
hepatocitos [116, 117]. Aunque las CPHs no tienen la capacidad de 
diferenciarse a células no parenquimales, también hay otros estudios que 
defienden la hipótesis de que las células estrelladas del hígado no sólo 
participarían en la proliferación y diferenciación de CPHs, sino que ellas 
mismas podrían ser su origen [118, 119]. Mediante el seguimiento de células 
GFAP positivas se ha demostrado que las CEHs pueden desdiferenciarse a 
CPHs realizando una transición mesenquimal-epitelial (MET) [120]. 
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En experimentación, la inducción de CPHs se puede realizar 
artificialmente mediante el uso de diferentes modelos experimentales. Uno 
de ellos es la dieta suplementada con 3-dietoxicarbonil-1,4-dihidrocolidina 
(DDC). Esta reproduce los principales eventos histopatológicos descritos 
durante la colestasis, caracterizada por una obstrucción del flujo biliar. La 
administración crónica de la dieta DDC genera tapones de porfirinas que 
obstruyen los conductos biliares y que producen como resultado un daño 
hepático. Esto genera una remodelación tisular en la que la acumulación 
biliar genera la expansión de estructuras ductulares formadas por células de 
carácter heterogéneo positivas para el marcador citoqueratina 19 (CK19), 
observándose desde colangiocitos que se encargan de la eliminación del 
acúmulo de bilis, hasta CPHs que pueden diferenciarse en colangiocitos y 
hepatocitos. Alrededor de estos ductos se acumulan células fibróticas 
observándose también infiltraciones de células inflamatorias [121].  
1.5.1 El nicho progenitor 
Las CPHs se disponen alrededor de la zona periportal formando 
estructuras ductulares rodeadas por un nicho progenitor compuesto por 
diferentes tipos celulares, matriz extracelular, factores de crecimiento y 
citoquinas que actúan en la activación, proliferación y diferenciación de CPHs 
[122]. La presencia de reacciones ductulares y de CPHs ha sido asociada 
con la de células inflamatorias y deposiciones fibróticas en patologías como 
EHNA [58], llegándose a relacionar la activación de CPHs con la progresión 
de fibrosis en EHNA, VHB y VHC [123–125]. Es por ello que se plantea la 
hipótesis de que las deposiciones de matriz extracelular sean necesarias 
para la activación de CPHs y para una correcta respuesta regenerativa, o si 
por el contrario, la presencia de CPHs promueve una excesiva acumulación 
de matriz favoreciendo la cirrosis [126]. Son múltiples los estudios que tratan 
de resolver esta cuestión analizando el papel que desempeñan las células 
inflamatorias y miofibroblastos sobre la población de CPHs. Por una parte, 
las células inflamatorias liberan citoquinas que han sido relacionadas con la 
estimulación e iniciación de la expansión de CPHs [122]. Mediante el 
seguimiento cronológico de células inflamatorias, citoquinas producidas por 
Capítulo 1. Introducción 
 
24 
ellas y CPHs, se ha descrito que la infiltración de linfocitos en el hígado 
precede a la liberación de citoquinas y expansión de CPHs [127]. Por otra 
parte, también ha sido descrito que la activación de miofibroblastos positivos 
para el marcador α-SMA y la deposición de matriz extracelular ocurren justo 
antes de la expansión de CPHs [128]. Estos estudios indican que tanto las 
células inflamatorias como fibróticas intervienen en la activación de CPHs. 
Además, factores paracrinos liberados por células de origen mesenquimal 
en el nicho fibrótico también han sido relacionados con la expansión de CPHs 
[129]. Por ejemplo el factor de crecimiento fibroblástico FGF7, cuya 
expresión promueve la expansión de CPHs y la supervivencia de animales 
tratados con dieta DDC [130]. 
1.6 Relación entre la reparación del daño crónico 
hepático y cáncer 
La reparación del daño crónico implica una remodelación tisular 
dada la activación de diferentes poblaciones celulares (CEHs, CPHs, FPs…) 
que participan en la reparación epitelial. En estos procesos regenerativos y 
en cáncer se dan eventos comunes, como son la proliferación celular, 
inflamación, fibrogénesis, formación de nueva vasculatura, plasticidad 
celular a través de transiciones epitelial-mesenquimal (EMT) y MET, etc. La 
desregulación de estos eventos ha sido descrita por diversos estudios en 
HCC [131]. También participan en ambos procesos compuestos no celulares 
del microambiente, entre los que se incluye la matriz extracelular, factores 
de crecimiento, citoquinas proinflamatorias, etc, describiéndose multitud de 
mitógenos que estimulan tanto la reepitelización como el crecimiento de 
carcinomas [132]. 
La comunicación intercelular es importante durante los procesos de 
reepitelización, pero también durante la carcinogénesis donde las células 
cancerígenas son capaces de comunicarse con el microambiente tumoral 
promoviendo su crecimiento, metástasis y resistencia farmacológica de los 
tumores [133].  
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La inflamación es un evento que se da en las primeras etapas de la 
respuesta al daño. Multitud de observaciones clínicas muestran que la 
aparición de cáncer es frecuente en tejidos expuestos de forma crónica a 
inflamación [134]. La expansión de CPHs también se observa durante el 
daño crónico hepático, estando sujetas a procesos EMT y MET, debido a la 
desdiferenciación de hepatocitos a CPHs y diferenciación de CPHs a 
hepatocitos y colangiocitos [116]. Es frecuente que las células tumorales 
realicen procesos de EMT adquiriendo mayores capacidades migratorias e 
invasivas que propician la metástasis [135]. Además también se ha llegado 
a describir la presencia de marcadores de CPHs en HCCs [136]. El daño 
crónico también conlleva la activación de CEHs productoras de matriz 
extracelular. Una vez reparado el daño, se produce una resolución fibrótica 
donde estas son eliminadas [98]. Sin embargo, la permanente activación de 
estas da lugar a la acumulación de tejido fibrótico, donde el desarrollo de 
tumores es más frecuente [137]. Todas estas similitudes han hecho que 
algunos autores definan el cáncer como un proceso de cicatrización 
desmesurado y descontrolado [138]. Harold Dvorak propuso en 1986 que 
“los tumores son heridas que no cicatrizan”, siendo el cáncer un evento sin 
freno, resultando en una proliferación incontrolada, invasión y metástasis 
[139]. Por tanto, dadas las similitudes entre los eventos que dan lugar a la 
respuesta al daño crónico hepático y HCC, es posible que deficiencias en la 
coordinación de la reparación del hígado pudieran influir durante la formación 
o progresión de tumores hepáticos. 
1.7 Hepatocarcinoma (HCC) 
El hepatocarcinoma (HCC) es el tipo de cáncer de hígado más 
frecuente (entre el 70-85%), seguido del colangiocarcinoma (alrededor del 
15%) [140]. Son varios los factores de riesgo de HCC, entre los que destacan 
las infecciones crónicas víricas como VHB o VHC, el síndrome metabólico 
asociado con EHNA, diabetes tipo 2, obesidad y otros factores como el 
consumo de alcohol, de tabaco y factores genéticos [61].  
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Según datos de OMS (año 2014), el cáncer de hígado fue el quinto 
tipo de cáncer con mayor prevalencia en hombres y el noveno en mujeres de 
entre el número de cánceres diagnosticados. Sin embargo, ocupa el segundo 
puesto en la lista de mortalidad por cáncer [141]. Cabe destacar que el índice 
de afección de HCC es variable según la región demográfica. Es más 
frecuente en países asiáticos y africanos, atribuido a que en estas regiones 
las infecciones víricas crónicas de VHB y VHC son más comunes. Aunque 
los índices de afección se están viendo reducidos en dichas áreas debido a 
la creciente vacunación contra el VHB y las terapias anti-víricas 
administradas. En contraposición, en Europa y América, los casos de HCC 
relacionados con EHNA, diabetes tipo 2 y obesidad son cada vez más 
frecuentes y puesto que estos desórdenes metabólicos se están convirtiendo 
en epidemias globales, se espera que la prevalencia de HCC aumente en 
dichas regiones [142].  
1.8 Hepatoblastoma (HB) 
El hepatoblastoma (HB) es el tipo de cáncer de hígado más común 
en niños, en concreto se suele dar desde el nacimiento hasta los cinco años 
de edad. Dado lo prematuro de su aparición durante el desarrollo, estos 
tumores se caracterizan por ser poco diferenciados histológicamente, 
presentando hepatoblastos (hepatocitos en proceso de diferenciación) y 
pudiendo ser tanto de carácter epitelial como mixto (mesenquimal-epitelial) 
[143]. 
Su desarrollo se ha relacionado con la afectación de varios 
síndromes. Uno de ellos es la poliposis adenomatosa familiar, que resulta en 
mutaciones que inactivan al gen supresor de tumores APC [144]. Otro es el 
Síndrome de Beckwith–Wiedemann, en el que los sujetos padecen 
trastornos del crecimiento caracterizado por gigantismo, presentando 
también hipoglicemia neonatal [145]. La trisomía del cromosoma 18 conocido 
como Síndrome de Edwards también ha sido relacionada con la aparición de 
HB [146]. El HB también puede aparecer en niños que no padecen estos 
síndromes, desconociéndose las causas de su desarrollo. Dado que su 
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aparición es frecuente al nacer, y teniendo en cuenta la necesidad de un 
periodo de desarrollo tumoral, hay estudios epidemiológicos que vinculan su 
aparición con posibles alteraciones durante el periodo gestacional, como son 
el bajo peso al nacer [147–149], la aparición de preeclampsia en la madre 
durante el embarazo [148] o el sobrepeso de esta [149, 150]. La etiología de 
estos desórdenes es multifactorial y resulta difícil vincularlos con un solo 
evento. Aun así, cabe destacar en todos ellos la presencia de desórdenes 
metabólicos, como la asociación de resistencia a insulina con pacientes con 
sobrepeso [151] o con preeclampsia [152], o una mayor incidencia en el 
desarrollo de resistencia a insulina durante la niñez de aquellos bebés que 
nacieron con bajo peso al nacer [153]. También han sido reportados menores 
niveles de IGF-1 en suero en madres de bebés que presentan bajo peso al 
nacer [154], al igual que las que padecen preeclampsia [155]. Estos factores 
sugieren una posible relación entre la afección de HB y la presencia de 
desórdenes metabólicos. 
1.9 Heterogeneidad y clasificación de HCCs 
El HCC se caracteriza por su gran heterogeneidad, no solo entre 
diferentes tumores, sino también intratumoral, lo que dificulta su tratamiento 
y estudio [156]. El origen de esta heterogeneidad se desconoce, pero se 
atribuye a diferentes factores como el origen de las células que sufren una 
transformación tumoral, las características que van adquiriendo las células a 
medida que avanza el tumor, las anormalidades cromosómicas que estas 
puedan desarrollar (observado en el 90% de los casos de HCC), las 
diferencias en la comunicación tumoral con su entorno, etc. [156, 157]. La 
clasificación molecular de los distintos tipos de HCC podría mejorar las 
perspectivas clínicas del HCC, facilitando un tratamiento personalizado 
según las características tumorales. Es por ello que numerosos estudios han 
tratado de clasificar los HCC según sus características histopatológicas y su 
comportamiento clínico, pero dado el gran número de alteraciones genéticas 
que estos presentan y su intraheterogeneidad, resulta un proceso complejo 
[158].  
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Un estudio de expresión genética ha clasificado en tres subgrupos 
moleculares los HCCs (S1-S3) mediante el uso de 8 cohortes de pacientes 
con un total de 603 pacientes. El subgrupo S1 se caracteriza por poseer un 
perfil genético de carácter progenitor, poco diferenciado y con baja 
supervivencia. El perfil S2 no posee cambios histológicos aparentes en 
comparación con el S1, pero sí son de mayor tamaño induciendo la 
activación de MYC y de AKT y presentando también bajo pronóstico de 
supervivencia. Finalmente, el perfil S3 se caracteriza por ser el más 
diferenciado y el de menor tamaño, teniendo estos pacientes mayores 
expectativas de supervivencia [159]. El entendimiento de los mecanismos 
que pueden llevar a los tumores a pertenecer a una de las diferentes 
subclases podría ayudar en el tratamiento y prevención del avance tumoral. 
Además, la elección de terapias personalizadas según el perfil molecular del 
tumor podría aumentar los índices de supervivencia de los pacientes con 
HCC [160]. 
1.10 EMT y cáncer 
La EMT es un proceso por el que las células epiteliales realizan una 
transformación a un fenotipo mesenquimal, caracterizado por la pérdida de 
su polaridad, del contacto con otras células y por cambios morfológicos. El 
proceso de EMT se da durante el desarrollo embrionario, durante los 
procesos de reparación y regeneración tisular y durante la progresión 
tumoral, resultando crítico en la metástasis tumoral. En los procesos de 
metástasis, la EMT juega un papel crucial, siendo común la pérdida de 
expresión de proteínas de adhesión como E-Cadherina y la expresión de 
otras de origen mesenquimal como N-cadherina y vimentina. Este cambio de 
cadherinas da lugar a unas propiedades de adhesión diferentes, perdiendo 
la afinidad por células epiteliales adyacentes y ganando afinidad por células 
de origen mesenquimal, además de aumentar las capacidades migratorias e 
invasivas celulares [135]. Cabe destacar que aparte de cambios de expresión 
en cadherinas, durante la EMT también se producen cambios en el 
citoesqueleto de actina que favorecen la movilidad e invasión celular hacia 
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otros tejidos [161]. Además, la inducción de componentes sintetizados por 
células estromales favorecen los procesos de EMT y metástasis, como por 
ejemplo la expresión metaloproteinasas (MMPs) o TGF-β [162]. Es por estos 
motivos que el microambiente tumoral es crucial para la progresión del 
cáncer. La mayoría de HCCs se desarrollan en un ambiente profibrótico e 
inflamatorio, lo que se traduce en cambios estromales y en la matriz 
extracelular. El microambiente tumoral se compone tanto de células (CEH, 
fibroblastos asociados a cáncer, células inflamatorias…) como de citoquinas, 
factores de crecimiento y matriz extracelular sintetizadas por estas [133]. La 
comunicación entre el tumor y este microambiente modula el proceso de 
hepatocarcinogénesis pudiendo inducir EMT y las capacidades invasivas y 
metastásicas tumorales, siendo la progresión tumoral y metástasis la 
principal causa de muerte en sujetos con HCC [133].  
1.11 Implicación de proteínas IRSs en cáncer 
Las proteínas IRSs, previa estimulación de sus receptores, activan 
vías de señalización vinculadas con procesos oncogénicos como 
PI3K/AKT/mTOR y RAS/MAPK, por lo que han sido extensamente 
estudiadas como posibles proteínas promotoras del cáncer [163, 164]. Sin 
embargo, su actuación también es esencial para una correcta señalización 
de insulina/IGF-1 y el mantenimiento de la homeostasis corporal, habiendo 
sido la resistencia a insulina vinculada con la aparición de cáncer [68], 
indicando que una falta de señalización a través de las IRSs también podría 
resultar perjudicial.  
Son varios los estudios que vinculan tanto IRS1 como IRS2 con 
tumorigénesis en diferentes tejidos. Por lo general, en cáncer de mama se 
ha vinculado la expresión de IRS1 con un mayor crecimiento tumoral [165–
167] y la expresión de IRS2 con mayores capacidades migratorias [168, 169]. 
Pero existen matices y controversia al respecto. Un estudio mostró que la 
sobreexpresión in vivo de IRS1 e IRS2 de origen humano en glándulas 
mamarias de ratón, inducía hiperplasia, tumorigénesis y finalmente 
metástasis. Cabe destacar que la histología de los tumores formados se 
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caracterizaba por poseer expansión de células progenitoras así como un alto 
porcentaje de diferenciación, 60% de tumores diferenciados bajo la 
sobreexpresión de IRS1 y 80% bajo la sobreexpresión de IRS2 [165]. 
También se ha vinculado una reducción de IGF-1/IRS1 en muestras de 
cáncer de mama humanas con una mayor progresión tumoral [170]. El 
análisis de 38 muestras de cáncer de mama de tipo ductal invasivo también 
mostró una reducción en la expresión de IRS1 en aquellas muestras menos 
diferenciadas [171]. Sin embargo, otros estudios han relacionado la 
expresión de IRS1 con una baja diferenciación de tumores primarios de 
cáncer de mama [172], así como con una mayor recurrencia tumoral [173]. 
Adicionalmente, se ha demostrado que en el modelo murino Irs1-/- los 
tumores primarios mamarios no muestran diferencias en el crecimiento, 
aunque sí un aumento en la diseminación metastásica, sugiriendo un papel 
supresor metastásico para IRS1 [174]. En consonancia con estos datos, 
también se ha demostrado que la falta de Irs1 aumenta la metástasis hacia 
el pulmón, sin afectar sin embargo al crecimiento tumoral [174].  
También se ha descrito un papel positivo de IRS1 en la diseminación 
hacia los nódulos linfáticos del cáncer de cuello y cabeza. El estudio de 108 
muestras tumorales de cuello y cabeza mostró una reducción de IRS1 en 
tumores que presentaban metástasis. Además, los nódulos resultantes de tal 
diseminación también reducían los niveles de IRS1 en comparación con el 
tumor primario, sugiriendo que una menor expresión de IRS1 podría estar 
relacionada con la migración celular. Por otra parte, mediante el uso de 
líneas celulares humanas también se comprobó que el silenciamiento de 
IRS1 aumentaba las capacidades metastásicas, observándose a su vez una 
reducción en los niveles de expresión de E-cadherina [175].  
En cuanto al papel de las proteínas IRSs en cáncer de pulmón, se 
ha demostrado que el proceso de EMT causado por el tratamiento con TGF-
β1 es reprimido por IRS1, mientras que su silenciamiento induce una EMT 
[176]. Otro estudio independiente reveló que la expresión de IRS1 disminuía 
las capacidades migratorias e invasivas causadas por la expresión de miR-
23a [177]. Por otra parte, el estudio de 30 muestras de cáncer de pulmón 
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mostró una disminución de expresión de IRS1 en aquellas muestras menos 
diferenciadas y con menor expresión de E-cadherina, indicando un posible 
papel de IRS1 en la represión del proceso EMT tumoral [176]. Además, otro 
estudio con 105 muestras humanas de cáncer de pulmón no microcítico 
reveló que la expresión de IRS1 se correlacionaba con aquellos pacientes 
con mayor índice de supervivencia [177]. Consecuentemente, también se ha 
observado una menor tasa de supervivencia en pacientes con tumores de 
adenocarcinoma de pulmón con menor expresión de IRS1 y mutación en 
KRAS [178]. 
En cáncer gástrico se ha vinculado la pérdida de función de IRS2 a 
través de su metilación genética con un posible evento implicado en el 
desarrollo y progresión tumoral [179]. 
El papel que las proteínas IRSs en cáncer hepático también es 
controvertido. El estudio de lesiones pre-neoplásicas en tejido hepático 
formado en ratón bajo dos modelos diferentes de inducción de HCC 
(dietilnitrosamina (DEN) y virus de sarcoma aviar (ASV)) ha mostrado que la 
expresión de IRS2 se induce en etapas tempranas de HCC, antes incluso de 
sea apreciables a nivel histológico. Algunas de estas muestras también 
presentaban un aumento en la expresión de IRS1 [180]. Otro estudio 
independiente en el que se indujo HCC mediante administración de NNM (N-
nitrosomorfolina) también ha vinculado una mayor expresión de IRS2 con 
lesiones preneoplásicas intrahepáticas [181]. También se ha demostrado 
que en el modelo Pten+/- en el que se desarrollan tumores en múltiples 
tejidos, la deleción de Irs2 aunque no afectaba a la formación de tumores, sí 
que reducía su crecimiento, proliferación e invasión, sugiriendo un posible 
papel de IRS2 en el desarrollo tumoral [182]. Sin embargo, en contraposición, 
un estudio transcriptómico de muestras humanas de HCC (n=29) mostró una 
disminución de expresión de IRS2 [183].  
Por otra parte, en lesiones preneoplásicas, se ha observado un 
incremento en la expresión de IRS1, vinculando su expresión con el proceso 
de tumorigénesis, aunque también se observó una reducción progresiva de 
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su expresión con el avance tumoral [184]. La sobreexpresión de IRS1 ha sido 
asociada con una mayor supervivencia de células de HCC bajo el tratamiento 
de TGF-β1 [185]. Además, la deleción específica de Irs1 en el hígado de 
ratones ha mostrado una reducción en la formación de tumores 
intrahepáticos (mediante inducción con DEN), sin embargo, la deleción de 
Irs2 no mostró fenotipo en la tumorigénesis hepática, lo que atribuye a IRS1 
pero no a IRS2, un papel en la generación de tumores intrahepáticos [186]. 
1.12 Señalización IGF en HCC 
La unión de IGF-1 o IGF-2 al receptor IGF-1R activa rutas de 
señalización a través de las proteínas IRSs que inducen la proliferación y 
supervivencia celular, por lo que cambios en la vía IGF han sido relacionados 
con procesos tumorigénicos. La expresión de IGF-1 ha demostrado ser 
protumorigénica en distintos tipos de cáncer, asociándose mayores niveles 
de IGF-1 en plasma con un aumento en el riesgo de padecer cánceres como 
el de mama, próstata y colon [187]. Por el contrario, en el hígado se postula 
que IGF-1 pudiera ejercer un papel positivo, dado que son numerosos los 
estudios que han mostrado una reducción en los niveles de IGF-1 durante 
enfermedades crónicas hepáticas y durante HCC [188, 189]. El hígado es el 
mayor productor de esta hormona, por lo que no está claro si su reducción 
es una consecuencia del daño hepático y por tanto de una pérdida de 
funcionamiento tisular, o si se debe a una agravación de este deterioro. Sin 
embargo, en el modelo de tumorigénesis DEN en el que no se produce daño 
crónico hepático, también se observa una reducción de IGF-1 en los tumores 
formados, sugiriendo un posible papel de esta hormona en el proceso de 
tumorigénesis, independientemente del daño hepático [8]. Además, menores 
niveles de IGF-1 en HCC han sido asociados con una mayor capacidad 
invasiva y un peor pronóstico en los pacientes [190]. Estos hechos sugieren 
que la reducción de IGF-1 en el hígado podría ser un evento protumorigénico. 
Otros estudios que han demostrado un papel positivo de IGF-1 durante la 
cirrosis y HCC. La administración exógena de IGF-1 mejora la función 
hepática en pacientes con cirrosis avanzada [191], e incluso, la expresión de 
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IGF-1 mediante vectores virales en ratas ha demostrado revertir el fenotipo 
cirrótico [192]. También, un estudio realizado en ratones demuestra que la 
reducción en la expresión de IGF-1 durante la madurez induce la expresión 
de GH, hepatomegalia, daño hepático y la formación de tumores en el hígado 
[193]. Todos estos datos sugieren que la reducción de IGF-1 podría ser un 
evento perjudicial para el correcto funcionamiento hepático. 
1.12.1 Terapias anti-IGF-1R. Paradigma actual 
La señalización IGF-1 ha sido relacionada con la resistencia a 
terapias anti-tumorales [187]. Es por ello que numerosos ensayos clínicos 
han probado la eficacia de distintos compuestos diseñados para inhibir la 
señalización a través de IGF-1R. A pesar de que muchos de estos 
compuestos han llegado a ser testados hasta en fase III en ensayos clínicos, 
los resultados no han sido lo suficientemente exitosos, mostrando múltiples 
efectos secundarios [194]. Son varias las posibles causas atribuidas al fallo 
terapéutico de las terapias anti-IGF-1R. Una de ellas es la complejidad de 
esta ruta de señalización, por lo que su inhibición podría tener consecuencias 
en otras vías de señalización importantes para el mantenimiento de la 
homeostasis corporal. También se atribuyen fallos a la falta de selección de 
los pacientes en los ensayos clínicos según la biología de sus tumores, de 
modo que alteraciones genéticas aguas abajo de IGF-1R podrían resultar en 
la ineficacia de estos compuestos [195]. Finalmente, otra de las posibles 
causas que han sido relacionadas con falta de ineficacia de las terapias anti-
IGF-1 es el propuesto papel positivo de la señalización a través de 
insulina/IGF-1 en cáncer [178]. 
1.13 Factores de crecimiento fibroblástico (FGFs) 
En organismos multicelulares la comunicación celular es un proceso 
clave para el correcto funcionamiento del organismo, en el que factores de 
crecimiento y citoquinas pueden interaccionar tanto de forma local como 
sistemática con otros tipos celulares. Esta comunicación celular es objetivo 
terapéutico en muchos campos de la biología. Por ejemplo, en cáncer la 
comunicación celular suele estar alterada, siendo multitud los estudios y 
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ensayos clínicos que tratan de manipularla para volver a adquirir un estado 
de homeostasis. En el campo de la regeneración y reparación tisular también 
se aborda la opción de modificar la comunicación celular con el objetivo de 
promover vías proregenerativas [196]. 
Los factores de crecimiento fibroblástico (FGFs) han recibido 
especial atención durante los últimos años. Esta es una familia de proteínas 
cuya forma de difusión canónica puede ser autocrina y paracrina, actuando 
así en células cercanas como señalización localizada, aunque algunos FGFs 
menos comúnmente también pueden actuar de forma endocrina [197]. Tras 
la unión con sus receptores inician diferentes cascadas de señalización, 
entre las que destaca RAS-ERK1/2, además de otras vías como PI3K-AKT. 
Se han descrito un total de 22 tipos diferentes de FGFs hasta la fecha con 
implicaciones en multitud de organismos y tejidos relacionadas con la 
proliferación, migración, supervivencia, actividades metabólicas, 
diferenciación, cicatrización y regeneración, entre otras [198]. El estudio de 
estas proteínas ha resultado tan prometedor en diferentes patologías que 
son varios los ensayos clínicos que se están llevando a cabo o se han 
realizado con ellas [199]. También han sido descritos 4 receptores tirosina 
quinasa transmembrana (FGFR1-4) específicos de proteínas FGF. Tres de 
ellos (FGFR1-3) realizan un procesamiento alternativo del ARNm, generando 
las isoformas IIIb y IIIc [198] y aumentando hasta 7 los receptores de FGFs. 
Cada tipo de FGF de entre los 22 descritos interacciona específicamente con 
uno o varios receptores de esta familia (Tabla 1), resultando así la 
señalización de FGFs en una ruta compleja. Además, las isoformas de estos 
receptores no se expresan de forma ubicua por los tejidos, siendo la IIIb 
específica de células epiteliales y la IIIc de células mesenquimales y de tipo 
estromal [200]. Este hecho añade especificidad a la comunicación de FGFs, 
permitiendo actuar sobre un tipo celular dentro de un tejido.  
Los FGFs también han sido vinculados con el metabolismo de la 
insulina. En concreto, la administración de FGF1, FGF19 o FGF21 en 
modelos murinos de resistencia a insulina ha resultado en una mejora de la 
sensibilidad a esta hormona [201–203]. 
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Receptor FGF Ligandos específicos 
FGFR1-IIIb FGF-1, 2, 3, 10 y 22 
FGFR1-IIIc FGF-1, 2, 4, 5, 6, 19, 20 y 21 
FGFR2-IIIb FGF-1, 3, 4, 6, 7, 10 y 22 
FGFR2-IIIc FGF-1, 2, 4, 5, 6, 8, 9, 17, 18, 19, 21 y 23 
FGFR3-IIIb FGF-1 y 9 
FGFR3-IIIc FGF-1, 2, 4, 8, 9, 17, 18, 19, 21 y 23 
FGFR4 FGF-1, 2, 4, 6, 8, 9, 16, 17, 18 y 19 
Tabla 1. Especificidad de ligando de receptores FGF [200]. FGF, factor de crecimiento 
fibroblástico; FGFR, receptor de factor de crecimiento fibroblástico. 
1.13.1 FGFs y regeneración hepática 
Las proteínas FGF ejercen importantes funciones durante los 
procesos de reparación del daño, habiendo sido especialmente estudiados 
durante la reparación epitelial, cicatrización e incluso habiéndose empleado 
en distintos ensayos clínicos relacionados con la mejora de estos procesos 
[196, 199]. Como ejemplo, en un ensayo clínico se ha demostrado que FGF2 
mejora la cicatrización de úlceras en pacientes con pie diabético [204]. Por 
otra parte, la falta de FGF7 ha sido relacionada con una cicatrización 
ralentizada en sujetos con diabetes [205], y su administración exógena con 
una aceleración del proceso de cicatrización epitelial [206].  
En el estudio de la regeneración hepática se ha demostrado que 
FGFR2, expresado por hepatocitos, es inducido durante este proceso [207]. 
En concreto la falta de la isoforma IIIb en ratones impide la regeneración 
después de un proceso de HP debido a la incapacidad de proliferación de 
hepatocitos [208]. FGF7, cuyo único ligando es FGFR2-IIIb, no induce su 
expresión tras una HP [207, 208], sin embargo, sí que ha sido observada su 
inducción en casos de fibrosis y cirrosis hepática, tanto en ratones como 
humanos [209]. Esto es debido a que FGF7 es expresado por CEHs en su 
estado activado y FPs [209], indicando que la expresión de FGF7 es 
dependiente de la respuesta estromal durante la reparación del daño 
hepático. El papel de FGF7 ha sido estudiado en mayor profundidad durante 
la regeneración hepática mediada por células progenitoras utilizando un 
modelo murino carente de este gen (Fgf7-/-). De esta forma, se ha 
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demostrado que FGF7 promueve la proliferación de CPHs, que poseen una 
alta expresión de FGFR2-IIIb, el único receptor de FGF7, estimulando la 
regeneración hepática y jugando por tanto un papel fundamental en la 
respuesta regenerativa del hígado [130, 210]. 
1.13.2 FGFs y cáncer 
Las FGFs tienen importantes funciones en regeneración, habiendo 
sido relacionadas con procesos de proliferación, migración y angiogénesis 
entre otros, comúnmente asociados al desarrollo tumoral. Es por ello que en 
la literatura se puede observar una relación de estas proteínas con cáncer. 
Pero a la vez, su expresión también ha sido vinculada con una función 
supresora tumoral a través de la promoción de la diferenciación o regulando 
otras rutas oncogénicas [200]. 
El papel del receptor de FGF7 ha sido también ampliamente 
estudiado en cáncer. Su falta de expresión se ha vinculado con cánceres de 
diferentes tipos, como próstata [211], adenocarcinomas salivares [212], 
melanomas [213, 214] y vejiga [215], entre otros. También se ha demostrado 
que un cambio en la expresión de la isoforma III-b a la III-c promueve un 
fenotipo mesenquimal y va acompañado de un aumento en la agresividad 
tumoral [216, 217], habiéndose observado esta transición en cáncer renal 
[218] y de próstata [219, 220]. En HCC en concreto una menor expresión de 
FGFR2-IIIb se ha relacionado con un crecimiento tumoral más agresivo. Esto 
se debe a que su expresión se encuentra reducida en tumores de pacientes, 
además de que su reexpresión en líneas celulares de HCC ha demostrado 
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La resistencia a insulina, vinculada con patologías como la diabetes 
tipo 2 y obesidad, ha sido relacionada con enfermedades hepáticas y daño 
crónico, con mayor incidencia de HCC y con la aparición de estructuras 
ductulares donde las CPHs se localizan. Además, también ha sido 
relacionada con defectos en la epitelialización de otros tejidos como la piel. 
Sin embargo, a pesar de la gran capacidad regenerativa del hígado, se 
desconoce el papel que la resistencia a insulina pueda tener en este proceso 
en el que participan CPHs. Con el propósito de evaluarlo, se ha utilizado un 
modelo de ratón resistente a insulina (Irs2-/-) bajo tratamiento con dieta DDC, 
que genera daño crónico hepático e induce la expansión de CPHs. Además, 
es destacable la relación entre los eventos que dan lugar a la regeneración 
hepática y HCC, habiéndose descrito una mayor expresión de IRS2 en 
muestras preneoplásicas y habiendo sido vinculado con la promoción 
tumoral. Por ello las hipótesis propuestas y los objetivos planteados para su 
comprobación son: 
Hipótesis 1. La resistencia a insulina da lugar a fallos en la 
regeneración a partir de células progenitoras agravando el daño hepático. 
 Caracterizar el impacto de la falta de Irs2 en la población de CPHs 
inducida tras el tratamiento con DDC. 
 Definir los efectos de la ausencia de Irs2 en la población hepatocítica 
durante el daño generado por la dieta DDC. 
 Determinar qué papel tiene IRS2 en el comportamiento de células 
estromales que rodean a las progenitoras como CEHs y FPs. 
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Hipótesis 2. La expresión de IRS2 promueve la progresión de 
hepatocarcinomas. 
 Determinar si existen variaciones en la expresión de IRS2 durante 
diferentes fases y estados de diferenciación de HCCs de origen 
humano. 
 Caracterizar cómo afecta la expresión de IRS2 en la proliferación, 







3 Materiales y métodos 
 
 
3.1 Experimentación animal 
Los ratones utilizados en este proyecto fueron estabulados en el 
animalario del CIPF reconocido como Centro de Cría, Usuario y 
Suministrador de animales de experimentación (número de registro; ES 46 
250 0001 002) bajo la normativa española vigente (RD 53/2013). Los 
animales se mantuvieron en instalaciones libres de patógenos (SPF) y 
separados en áreas de trabajo específicas para ratones inmunodeprimidos 
(colonia SCID) y para ratones inmunocompetentes (colonia Irs2-/- y WT). Se 
mantuvieron en condiciones controladas gracias al uso de microaisladores y 
racks ventilados, bajo ciclos de luz de 12 horas y a una temperatura de 23ºC 
con acceso libre a comida y agua.  
La experimentación animal fue realizada por personal acreditado 
siguiendo procedimientos previamente aprobados por el “Comité Ético de 
Experimentación Animal” (CEEA) del Centro de Investigación Príncipe Felipe 
(CIPF) y el Ministerio de agricultura, pesca, alimentación y agua de la 
Generalitat Valenciana. Los sacrificios se llevaron a cabo por dislocación 
cervical. 
3.1.1 Modelos animales 
En este proyecto se han utilizados dos modelos animales: 
 Modelo Irs2-/- 
Este modelo generado en la cepa C57BL/6 carece del gen que 
codifica a Irs2 en todo el organismo. Fue mantenido y caracterizado 
Capítulo 3. Materiales y métodos 
 
40 
genotípicamente por Arantxa Leal y Carlos Acosta mediante PCR bajo las 
indicaciones descritas previamente en la bibliografía [27].  
 Modelo SCID 
El modelo murino SCID fue generado en la cepa CB17/Icr-
Prkdcscid/IcrIcoCr (Charles River). Posee una mutación autosómica recesiva 
designada como “Prkdcscid” que le confiere una inmunodeficiencia severa de 
linfocitos B y T, es por ello que fue estabulado en un área de trabajo 
específica para ratones inmunodeprimidos. Esta inmunodeficiencia le impide 
producir anticuerpos para reaccionar contra antígenos comunes, por lo que 
también le impide rechazar injertos celulares exógenos [222]. Es por ello que 
este modelo fue utilizado para la experimentación que conllevó la generación 
de xenoinjertos con células humanas. 
3.1.2 Inducción de daño hepático 
Para los estudios de daño hepático se usó el modelo animal Irs2-/- y 
los respectivos animales WT como controles. Hembras de entre 10 y 12 
semanas fueron alimentadas con dieta enriquecida al 0,1% en DDC durante 
7, 14 y 21 días. Tras el tratamiento, los animales fueron sacrificados 
administrando CO2 y realizando dislocación cervical, extrayendo suero 
sanguíneo e hígado para su posterior análisis. Tanto la administración de la 
dieta como los sacrificios fueron realizados por Arantxa Leal y el Dr. Carlos 
Acosta. 
3.1.3 Generación de xenoinjertos 
En la generación de xenoinjertos se utilizaron hembras de la colonia 
SCID de entre 6 y 8 semanas de edad. Estas se mantuvieron anestesiadas 
por vía inhalatoria administrando isoflurano (Isovet, Braun Vetcare) al 5% en 
inducción y al 1,5-2% en mantenimiento durante el procedimiento quirúrgico. 
Las células a inyectar se mantuvieron en condiciones estándar de 
cultivo (detallado en el apartado 3.2) y se manejaron bajo esterilidad. Minutos 
previos a la inyección, estas células fueron tripsinizadas (Life technologies) 
y resuspendidas en 75 μL de matrigel (10 mg/mL) (BD Bioscience) disuelto 
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en 75 μL de PBS y mantenido en frío hasta su inyección. Se inyectaron un 
total de 5x105 células por dosis de forma subcutánea en la ingle del animal. 
El crecimiento tumoral fue monitorizado por mediciones de longitud cada 7 
días mediante el uso de un calibre digital. Para el cálculo del volumen tumoral 
se utilizó la fórmula [V = (A x A x L)/2] siendo “V” volumen, “A” anchura y “L” 
longitud, tal y como se describe en otros estudios [223]. Los animales fueron 
sacrificados tras 6 semanas desde la inyección celular administrando CO2 
seguido de dislocación cervical. Finalmente se procedió a la recolección de 
los tumores generados.  
3.1.4 Ensayo de migración bazo-hígado 
El ensayo de migración bazo-hígado permite analizar la capacidad 
de las células de invadir el tejido hepático desde un tumor primario 
intraesplénico, por medio de la migración a través de la vena esplénica y 
porta hepática (Figura 8). Para este ensayo se utilizaron hembras SCID de 
entre 6 y 8 semanas de edad. Las células a inyectar se mantuvieron en 
condiciones estándar de cultivo (detallado en el apartado 3.2) manejándose 
bajo esterilidad. Minutos previos a la inyección, estas células fueron 
tripsinizadas y resuspendidas en PBS estéril. Cada dosis de inyección 
contenía 5 x 105 células de la línea Huh6 en 30 μL de PBS. Estas dosis se 
mantuvieron en frío hasta su administración.  
A término de experimento, los animales fueron sacrificados 
administrando CO2 y realizando dislocación cervical, procediéndose a su 
disección (4 semanas en el caso de los experimentos de silenciamiento de 
IRS2 y 6 semanas en los de sobreexpresión). Los tumores generados en el 
hígado fueron contados y medidos longitudinalmente con un calibre digital. 
Tanto algunos de estos tumores como el tejido hepático sano circundante a 
estos, fueron extraídos para posteriormente analizar su expresión proteica y 
genética. El resto del hígado con los tumores integrados en él y el bazo, 
también fueron procesados para realizar experimentos de 
inmunohistoquímica e inmunofluorescencia siguiendo los procedimientos 
descritos en los apartados 3.8 y 3.9. 




Figura 8. Trayectoria recorrida por las células durante el ensayo de migración bazo-
hígado. Ilustración de inyección de células en el bazo y formación de un tumor primario, el 
cuál diseminaría migrando a través de la vena esplénica y porta hasta el hígado donde se 
formaría un tumor secundario. HCC, hepatocarcinoma. 
3.1.5 Recolección de muestras biológicas 
Tras el sacrificio de los animales se procedió a la extracción de 
tejidos y muestras biológicas de interés experimental. Para estudios de 
expresión proteica y genética, pequeñas muestras de tejido fueron 
congeladas inmediatamente después de su recolección en nitrógeno líquido, 
siendo almacenadas a -80ºC hasta su procesamiento. Los hígados 
destinados al análisis por inmunofluorescencia de los animales tratados con 
dieta DDC fueron incluidos en fresco en compuesto de temperatura óptima 
de corte (OCT) (Millipore, Sigma), congelados inmediatamente y 
almacenados a -80ºC. Los tejidos destinados a ensayos de 
inmunofluorescencia e inmunohistoquímica provenientes de los 
experimentos tumorales fueron fijados con PFA 4%-PBS en agitación suave 
y a 4ºC durante 16 horas. Para inmunofluorescencia se lavaron con PBS y 
se incubaron durante 24 horas con diluciones crecientes de sacarosa 
(Sigma) 10, 20 y 30%-PBS con el fin de criopreservar los tejidos. Finalmente 
fueron incluidos en OCT y congelados a -80ºC hasta su posterior uso. Sin 
embargo, para el análisis inmunohistoquímico, tras ser fijados, fueron 
lavados con dH2O e introducidos en el procesador de tejidos (Spin Tissue 
Processor, Myr; STP120-2) que de forma automática sumerge agita y 
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y Parafina. Finalmente fueron incluidos en parafina y almacenados a 
temperatura ambiente hasta su posterior uso. 
3.2 Cultivos celulares 
Las diferentes líneas celulares utilizadas (Figura 9) y (Tabla 2) se 
cultivaron en condiciones de esterilidad manteniéndolas en un incubador 
(Thermo Fisher Scientific) en condiciones controladas de temperatura 
(37ºC), humedad (95%) y CO2 (5%). La descongelación celular se realizó 
mediante agitación rápida en un baño a 37ºC. Las células fueron 
resuspendidas en medio fresco y centrifugadas antes de su siembra. Para el 
mantenimiento de cada línea se utilizó un medio de cultivo específico. Al 
llegar al 95% de confluencia en la placa, las células fueron lavadas con PBS 
estéril (libre de Mg+2 Ca+2) pH 7,4, y tripsinizadas en el incubador. 
Posteriormente la tripsina fue inactivada gracias al suero contenido en el 
medio de cultivo, que se añadió a una dilución 2:1 (medio de cultivo:tripsina). 
Dependiendo de las especificaciones de la línea, en ciertos casos se 
procedió a la siembra directa de estas células tripsinizadas, y en otros casos 
se realizó un paso previo de centrifugación. El medio de cultivo fue 
remplazado con una frecuencia de 3 veces por semana. 
Línea celular Tipo de línea 
HepaRG Hepatoma 
LX2 Estrellada hepática 
hCEH Primaria estrellada hepática de origen humano 
Huh6 Hepatoblastoma 
HepG2 Hepatoblastoma 
Hep3B Hepatocarcinoma  
Tabla 2. Listado de líneas celulares de origen humano utilizadas en el estudio. 
Línea celular HepaRG (cedida por las Dras. Anne Corlu y Cristiane 
Guillouzo, Universidad de Rennes), se caracteriza por ser una línea de 
células humanas de hepatoma con carácter progenitor, que fueron aisladas 
de un paciente con colangiocarcinoma [224]. Se cultivaron en medio Williams 
E Medium (Fisher Scientific) suplementado con 10% suero Fetal Clone III 
(GE Healthcare), 50 μM de hidrocortisona hemisuccinato (Sigma-Aldrich), 
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0,88 μM de insulina (Biotest Diagnosticos), 2 mM de L-glutamina (Fisher 
Scientific) y 1% penicilina-estreptomicina (Fisher Scientific). Para el proceso 
de descongelación se utilizó una centrifugación de 5 minutos a 1000 rpm. En 
experimentos donde se requerían condiciones sin insulina, el medio se 
cambió 24 horas después de su siembra, al mismo medio pero sin 
suplemento de insulina. Las células fueron tripsinizadas con tripsina 0,05% 
EDTA (Life Technologies) durante 5 minutos y pasadas a una densidad 1:5. 
Línea celular LX-2 (cedida por el Dr. Scott Friedman, Icahn School 
of Medicine en Mount Sinai), línea de células estrelladas hepáticas humanas 
que fue mantenida en medio DMEM con glucosa y piruvato (Gibco) en alta 
concentración, suplementado con 2% de suero fetal bovino (FBS) inactivado 
por calor (Sigma-Aldrich), 2 mM de L-glutamina (Fisher Scientific) y 1% 
penicilina-estreptomicina (Fisher Scientific). Para el proceso de 
descongelación se utilizó una centrifugación de 3 minutos a 1000 rpm siendo 
las células resuspendidas y sembradas en medio suplementado con 10% de 
FBS inactivado por calor durante 24 horas. Antes de llegar a confluencia, las 
células fueron tripsinizadas con tripsina 0,25% EDTA (Life Technologies) 
durante 2 minutos, posteriormente la tripsina se inactivó con FBS inactivado 
por calor. La resuspensión celular resultante se centrifugó durante 3 minutos 
a 1000 rpm, finalizando con la siembra celular a una densidad 1:5. Las 
células utilizadas para experimentación y no para mantenimiento, se 
sembraron sobre placas pretratadas con gelatina (0,1%) (Sigma) disuelta en 
agua y se les cambió el medio tras 24 horas, al utilizado para el 
mantenimiento de la línea celular HepaRG. 
Línea de células estrelladas hepáticas primarias humanas 
(hCEH) (Innoprot, Derio, España), línea comercial proviene de una donante 
caucásica sana de 15 años de edad. El medio de cultivo, proceso de 
tripsinización y descongelación de estas células fue el mismo que el utilizado 
con la línea LX-2, a diferencia de que la concentración de tripsina utilizada 
que fue del 0,05% EDTA y de que el paso de centrifugación 
postdescongelación fue omitido. La siembra de estas células para su 
mantenimiento se realizó sobre placas pretratadas durante 10 minutos con 
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polilisina (PLL) (Sigma-Aldrich) a una concentración final de 12 μg/mL, 
seguido por 3 lavados con agua estéril (Braun) y secado a temperatura 
ambiente. Las células utilizadas para experimentación y no para 
mantenimiento, se sembraron sobre placas pretratadas con gelatina (0,1%) 
y se les cambió el medio tras 24 horas, al utilizado para el mantenimiento de 
la línea celular HepaRG.  
 
Figura 9. Líneas celulares utilizadas en el estudio. Imágenes de contraste de fases de 
las líneas celulares humanas utilizadas durante este proyecto. Barra de escala 100 µm. 
Línea celular Huh6 (cedida por la Dra. Marta Casado, IBV, CSIC, 
Valencia), procedente de un hepatoblastoma de un varón de 12 meses de 





Capítulo 3. Materiales y métodos 
 
46 
embrionario [225]. Fue cultivada en medio DMEM con alta glucosa y piruvato, 
suplementado con 10% FBS inactivado por calor y 1% penicilina-
estreptomicina. Para el proceso de descongelación se utilizó una 
centrifugación de 5 minutos a 1000 rpm. Las células fueron tripsinizadas con 
tripsina 0,05% EDTA durante 5 minutos y sembradas a una densidad 1:10. 
Línea celular HepG2 (adquirida de ATCC), se caracteriza por ser 
una línea epitelial de hepatoblastoma, proveniente de un varón caucásico de 
15 años de edad [226]. Fue mantenida en medio de cultivo RPMI 1640 
(Gibco) que contiene L-Glutamina suplementado con un 10% FBS inactivado 
por calor y un 1% penicilina-estreptomicina. Para el proceso de 
descongelación se utilizó una centrifugación de 5 minutos a 1000 rpm. Las 
células fueron tripsinizadas con tripsina 0,25% EDTA durante 5 minutos y 
sembradas a una densidad 1:5.  
Línea celular Hep3B (cedida por la Dra. Marta Casado, IBV, CSIC, 
Valencia) caracterizada por ser una línea epitelial proveniente de un 
hepatocarcinoma de un de un varón no caucásico de 8 años de edad con 
mutación en el gen p53 y con el virus de la hepatitis B integrado en su 
genoma [227]. El medio utilizado para su cultivo, proceso de descongelación 
y tripsinización fueron los utilizados con la línea HepG2, a diferencia del uso 
de tripsina 0,05% EDTA y la siembra a una densidad 1:5. 
3.3 Inactivación de células estrelladas con Mitomicina 
C (MitoC) 
Una vez que las células estrelladas (LX-2 y hCEH) llegaron al 75% 
de confluencia, fueron tratadas durante 3 horas con MitoC (Millipore Sigma) 
diluida a una concentración final de 1 mg/mL en medio alvanced DMEM/F-
12 (Gibco). Tras el tratamiento, se realizaron 5 lavados con PBS para 
eliminar cualquier resto del compuesto citotóxico, siguiendo las 
especificaciones de tratamiento de tales residuos. Finalmente, se procedió a 
seguir con el proceso de tripsinización y mantenimiento celular para 
experimentación previamente descrito en el apartado 3.2. 
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3.4 Infección lentiviral de líneas celulares 
Se crearon diferentes líneas celulares estables mediante infección 
con vectores lentivirales (Tabla 3). Las líneas HepaRG y LX-2 fueron 
infectadas por el Dr. Luke Noon y Arantxa Leal respectivamente.  




shRNA-luc SMARTvector 2.0 Luciferase control Dharmacon 1 
shRNA-
scrambled 





SMARTvector 2.0 SH-003554-03-10 Dharmacon 1 
GFP control rLV-EF1-GFP Vectalys 6 
EF1-mIrs2 rLV-EF1-mIrs2 Vectalys 6 
pIRS2-GFP rLV-pIRS2-GFP Vectalys 6 
Tabla 3. Vectores lentivirales utilizados para generar líneas celulares estables. 
Para llevar a cabo el proceso de infección, las células a infectar 
(utilizadas con el menor número de pases posibles) se sembraron en placas 
de 6 pocillos. Tras 24 horas y habiendo alcanzado una confluencia de en 
torno al 60-70%, se tripsinizó uno de los pocillos con el que se realizó un 
conteo celular. Sabiendo los valores de número de células, el factor de 
multiplicidad de infección (MOI) escogido y la titulación vírica (aportada por 
el proveedor), se calculó el volumen de virus a añadir en cada caso a partir 





Seguidamente, se procedió a cambiar el medio de cultivo por medio 
fresco que contenía la suspensión vírica y polibreno a una concentración final 
de 1µg/mL (Sigma Aldrich). Tras 24 horas desde la infección, se aspiró el 
medio que contenía los virus, se realizaron varios lavados con PBS y se 
añadió medio de mantenimiento fresco. Las líneas celulares infectadas con 
los lentivirus de silenciamiento, fueron tratadas con puromicina (3 μg/mL) 
(Sigma Aldrich). Todo el proceso se llevó a cabo en condiciones de 
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esterilidad, siguiendo medidas de seguridad biológica y utilizando una cabina 
de seguridad biológica clase II. 
Líneas de silenciamiento: para silenciar la proteína IRS2, se utilizó 
un vector lentiviral que contenía un “short hairping RNA” (shRNA) 
complementario al transcrito humano de IRS2 (shRNA-IRS2), capaz así de 
formar una doble hebra con este, dando lugar a su degradación. Como 
control de infección, se utilizó, bien un vector que contenía un shRNA 
complementario al gen de la luciferasa (shRNA-luc) no expresado por 
ninguna de las líneas infectadas, o bien vector shRNA-scrambled, sin 
complementariedad. Estos vectores lentivirales contenían además un casete 
de resistencia a puromicina y la secuencia del gen reportero GFP, 
permitiendo seleccionar químicamente y distinguir visualmente las células 
infectadas. La capacidad de selección de estos cultivos permitió realizar una 
infección con MOI bajo. 
Líneas de sobreexpresión: con el objetivo de sobreexpresar la 
proteínas IRS1 e IRS2, se infectaron dos líneas; una control que contenía la 
secuencia del gen reportero  de la proteína verde fluorescente (GFP) (GFP 
control) y otra que contenía la secuencia de ratón del gen que codifica para 
Irs1 o Irs2 (EF1-mIrs1 y EF1-mIrs2). Estos vectores no contenían ningún 
casete de selección, por lo que se utilizó un MOI de infección alto para 
asegurar la superación del proceso en un amplio número de células. 
Líneas reporteras: con el objetivo de seguir el patrón de expresión 
de IRS2, se utilizó un vector lentiviral que contenía la secuencia del gen 
reportero de la proteína GFP controlada bajo el promotor humano de IRS2 
(pIRS2-GFP). De modo que estas líneas permiten visualizar por medio de la 
expresión de GFP variaciones en la expresión de IRS2. La intensidad de 
GFP es dependiente del número de insertos víricos integrados en el genoma 
de cada célula, por lo que para poder visualizar cambios en la expresión de 
IRS2 y no cambios de insertos víricos, se crearon líneas clonales a partir de 
una sola célula. Al no poseer casete de selección se utilizó un MOI alto. 
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3.5 Estimulación con insulina/IGF-1 
La estimulación con los factores insulina e IGF-1 se realizó con las 
células HepG2. Los cultivos se mantuvieron durante 3 días en condiciones 
estándar y una vez alcanzada una confluencia de en torno al 90% se 
procedió a realizar el protocolo de estimulación. En primer lugar, se llevaron 
las células a condiciones de ayunas mediante el lavado con PBS de los 
cultivos y la incubación durante 15 minutos de estos con medio libre de 
suero, realizándose 3 ciclos de incubación. De esta forma se eliminan 
completamente los posibles restos de suero. Seguidamente se mantuvieron 
los cultivos durante 3 horas en el incubador con medio fresco libre de suero. 
Tras el ayuno, se procedió a la estimulación con insulina 1nM (Biotest 
Diagnosticos, Roche) o con IGF-1 1nM (Sigma) durante 10 minutos en el 
incubador. Finalmente, las células fueron lavadas con PBS frío sobre hielo y 
recogidas para su análisis proteico siguiendo el protocolo descrito en el 
apartado 3.11.  
3.6 Separación celular por citometría de flujo “cell 
sorting” 
La separación de poblaciones celulares fue llevada a cabo por el 
servicio de citometría del CIPF, utilizando un sistema de separación celular 
(Cell Sorter) (High Speed Cell Sorter MoFlo, Beckman-Coulter, CA, USA). 
Las líneas celulares fueron crecidas en condiciones de cultivo estándar, 
procediendo a su tripsinización al llegar al 90% de confluencia. Se diluyeron 
a una concentración de 2x105 células/mL de medio, añadiendo yoduro de 
propidio (1mg/mL). Con el uso del Cell Sorter, las suspensiones celulares se 
hicieron pasar a través de un canal en forma de flujo laminar, que fue 
excitado con un láser para la detección de GFP (488 nm de longitud de 
onda). Para establecer las condiciones de separación celular, se utilizó una 
línea carente de GFP, con la que se estableció un rango de detección 
negativo. Finalmente, se procedió a la separación de dos poblaciones de la 
línea reportera pIRS2-GFP clonal (descrita en el apartado 3.4), 
estableciendo dos rangos de intensidad para GFP, uno mayor denominado 
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“GFP+” y otro menor denominado “GFP-”, obteniendo tras el proceso dos 
suspensiones con un número conocido de células (Figura 10). 
 
Figura 10. Representación de poblaciones celulares HepG2 pIRS2-GFP separadas 
mediante cell sorting. Imagen representativa de la distribución poblacional de GFP en la 
línea HepG2 pIRS2-GFP tras el proceso de sorting donde se ha separado una población 
con poca expresión de GFP “GFP-“ y otra enriquecida “GFP+”, eliminando las células cuya 
expresión se correspondía a los controles negativos, denominado “rango negativo”. En el 
eje “Y” se representa el tamaño celular y en el eje “X” la intensidad de GFP registrada para 
cada célula. GFP, proteína verde fluorescente. 
3.7 Análisis de enzimas de daño hepático en suero 
Estos análisis fueron llevados a cabo por el Dr. Carlos Acosta. Para 
ello se llevaron a cabo ensayos de ELISA de acuerdo a las instrucciones del 
fabricante, analizando las enzimas aspartato aminotransferasa (AST) y 
alaninoaminotransferasa (ALT) en el suero sanguíneo extraído de los 
animales WT e Irs2-/- , tanto controles como tratados con dieta DDC tras 7, 
14 y 21 días.  
3.8 Inmunohistoquímica 
Los ensayos de inmunohistoquímica fueron llevados a cabo por el 
laboratorio del Instituto Valenciano de Patología, donde las muestras de 
hígado previamente incluidas en parafina, fueron cortadas en secciones de 
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hematoxilina y eosina (Sigma), mediante el uso del Autostainer link 48 
(Agilent, Santa Clara, CA, USA). Las imágenes mostradas, representativas 
de varias muestras independientes, fueron adquiridas usando el software 
Pannoramic Viewer (3DHISTEC). 
Anticuerpo Huésped Referencia Dilución 
Anti-CD3 Conejo Agilent Dako (IR503) 1:1 
Tabla 4. Anticuerpo primario utilizado para la detección proteica por 
inmunohistoquímica. 
 
3.9 Tinción por inmunofluorescencia 
Esta técnica se ha ejecutado de la misma manera indistintamente 
para tejidos como para células, exceptuando los pasos previos relativos a la 
preparación de las muestras. 
3.9.1 Tejidos criopreservados 
Los tejidos incluidos en bloques de OCT preservados a -80ºC se 
laminaron en cortes de 6μm de espesor usando un criostato (Leica CM1850 
UV) con el que se mantuvo una temperatura de -20ºC en su interior. Cada 
corte de muestra fue pegado a un portaobjetos tratado con PLL. Aquellos 
tejidos que tras la disección animal fueron incluidos directamente en OCT, 
se fijaron posteriormente a su corte con PFA 4% durante 10 minutos a 
temperatura ambiente. Seguidamente se procedió a eliminar los restos de 
PFA y de OCT realizando 3 lavados de PBS. Los tejidos que fueron incluidos 
en OCT previamente fijados, se lavaron directamente con PBS tras su corte. 
3.9.2 Cultivos celulares 
Las células fueron sembradas sobre cubreobjetos pretratados con 
PLL (procedimiento descrito en el apartado 3.2). Una vez finalizado el tiempo 
de crecimiento se aspiró el medio de cultivo y se lavaron los restos celulares 
con PBS. Seguidamente, las células fueron fijadas con PFA 4% durante 10 
minutos a temperatura ambiente, realizándose 3 lavados con PBS. 
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Anticuerpo Huésped Referencia Dilución 






Cell Signalling Technology 
(9664) 
1:800 
Anti-CD45 Rata R&D Systems (MAB114-SP) 1:200 
Anti-CK19 Ratón 
Santa Cruz Biotechnology 
clone BA17 (sc-53258) 
1:300 
Anti-Elastina Ratón 
Santa Cruz Biotechnology 
(sc58756) 
1:100 
Anti-EPCAM Conejo Abcam (ab32392) 1:200 
Anti-FGF7 Ratón R&D systems (MAB251-100) 1:200 
Anti-FGFR2 Conejo Sigma Aldrich (F0300) 1:300 




Cell Signalling Technology 
(2880S) 
1:100 
Anti-GFAP Conejo DAKO (Z0334) 1:250 
Anti-HNF4α Cabra 
Santa Cruz Biotechnology 
clone C-19 (sc-6556) 
1:200 
Anti-IRS2 Ratón 
Santa Cruz Biotechnology B-5 
(sc-390761) 
1:500 
Anti-Ki67 Conejo Abcam (ab15580) 1:800 
Anti-MIC1-1C3 Rata 
Thermofisher Pierce antibodies 
(MA5-16136) 
1:100 
Anti-SOX9 Conejo Millipore (AB5535) 1:100 
Anti-SPP1 Cabra R&D systems (AF808) 1:200 
Anti-THY1 Ratón 






Santa Cruz Biotechnology clon 
E-5 (sc-373717) 
1:200 




------- Invitrogen (A22287) 1:50 
Tabla 5. Listado de anticuerpos primarios utilizados para la detección de proteínas 
por inmunofluorescencia. 
Tras la fijación tanto de los cortes de tejidos como de las células en 
cubreobjetos, se permeabilizaron las estructuras lipídicas con una disolución 
en base de PBS 0,5% Tritón 100X durante 15 minutos a temperatura 
ambiente. Tras este paso se realizaron dos lavados de PBS y se procedió a 
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bloquear las muestras con solución PBS 1% BSA, 5% suero de caballo, 0,2% 
Tritón X100 (previamente filtrada), durante una hora a temperatura ambiente. 
Tras lo cual, se incubaron los anticuerpos primarios seleccionados en la 
misma disolución de bloqueo a la concentración indicada en la Tabla 5, 
durante 16 horas a 4ºC y en condiciones húmedas. Tras la incubación del 
anticuerpo primario, se procedió a retirar el excedente realizando 6 lavados 
con PBS. Seguidamente, se incubó la muestra con el anticuerpo secundario 
correspondiente (Alexa Fluor, Life Technologies) (dilución 1:500) junto con 
Hoechst 33342 a una concentración final de 1 μg/mL en una disolución de 
PBS 1% BSA; 0,2% Tritón 100X durante 2 horas a temperatura ambiente y 
en oscuridad. Finalmente, se eliminaron los excesos de anticuerpo 
secundario realizando 4 lavados de PBS y dos lavados de H2O destilada 
preservando la muestra con un portaobjetos y medio de montaje fluorescente 
(Dako), conservándola en oscuridad y a 4ºC hasta su posterior uso. 
Las imágenes mostradas son representativas de muestras de varias 
réplicas, habiendo sido adquiridas usando o bien un microscopio confocal 
Leica TCS-SP6 (Leica, Wetzlar, Alemania) o bien un microscopio de 
fluorescencia invertido Leica DM 6000B. Las imágenes fueron procesadas 
usando el software Leica Application Suite X (LAS X, versión 3.4.2.18368, 
Leica Microsystems CMS GmbH). 
3.10 Análisis cuantitativo de imagen 
Los estudios cuantitativos de imagen se realizaron a partir de cortes 
de tejidos criopreservados y teñidos por inmunofluerescencia para diferentes 
marcadores según el protocolo descrito en el apartado 3.9. Se aplicaron 
métodos cuantitativos diferentes dependiendo de los requerimientos 
experimentales: 
3.10.1 Análisis cuantitativo de intensidad de tinción 
El análisis cuantitativo de intensidad de tinción se realizó a partir del 
análisis de imágenes adquiridas mediante microscopía confocal. Empleando 
el programa ImageJ (versión 1.47, Wayne Rasband, National Institutes of 
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Health, EEUU), se determinó la intensidad de tinción en diferentes campos 
aleatorios de varias muestras independientes estableciendo un límite de 
detección constante para todas las imágenes. Este tipo de análisis se realizó 
para determinar la expresión de los marcadores GFAP, α-SMA, Vimentina, 
Elastina, THY1 y FLAG. 
3.10.2 Análisis cuantitativo celular 
En este caso, las muestras teñidas de forma fluorescente fueron 
analizadas utilizando el software de adquisición y análisis IN Cell Analyzer 
1000 (GE Healthcare). Para ello, contando con la asistencia del servicio de 
citometría del CIPF, se establecieron protocolos de adquisición apropiados 
para cada experimento. Se seleccionó el objetivo, los filtros de 
emisión/excitación (Tabla 6) y las intensidades de exposición apropiadas 
según el marcaje analizado, para así adquirir en diferentes campos la 
totalidad de la muestra. La adquisición se realizó evitando la saturación de 
exposición y asegurando un correcto enfoque.  
Canal de excitación Longitud de onda de 
filtro de excitación 
Longitud de onda de 
filtro de emisión 
Hoechst 390/18 nm 432.5/48 nm 
GFP 438/24 nm 475/24 nm 
Cy5 632/22 nm 684/25 nm 
Tabla 6. Longitud de onda de los filtros de excitación y emisión utilizados en los 
protocolos de adquisición de imagen con IN Cell Analyzer. 
Tras la adquisición, se realizaron diferentes protocolos de análisis 
utilizando el sistema sistema IN Cell Analyzer. Para identificar y segmentar 
células individuales se utilizó el marcaje nuclear de Hoechst 33342. A partir 
de la previa identificación celular, se estableció un límite de detección de 
intensidad para cada marcador en estudio, que determinaba la positividad o 
negatividad de este en cada célula (Figura 11).  
Tras la segmentación y aplicación del protocolo de análisis, se 
obtuvo el número de células positivas/negativas para cada marcador 
analizado, por campo adquirido. El número de células por unidad de área en 
cada muestra se halló multiplicando el número de campos analizados por el 
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área de adquisición de cada objetivo utilizado. Aquellos campos que no 
contenían muestra en su totalidad, fueron eliminados del análisis para evitar 
generar datos erróneos a la hora de calcular la densidad celular por unidad 
de área. 
Con este método se calculó el número de núcleos HNF4α positivos 
(hepatocitos) y negativos (células no parenquimales) en criocortes de 
hígados tratados con dieta DDC durante diferentes periodos de tiempo, 
habiendo procesado entre 4 y 6 muestras independientes para cada 
experimento, lo que generó un total de 1,23 x 106 núcleos analizados. 
Además, realizando un marcaje conjunto de Ki67 y estableciendo árboles de 
decisión en el proceso de análisis, se determinó el número de núcleos dobles 
positivos para diferentes marcadores. De este modo se calculó la 
proliferación de las poblaciones HNF4α positiva, HNF4α negativa y SPP1 
positiva, analizando un total de 5,1 x 105; 7,2 x 105 y 6,5 x 104 núcleos 
positivos respectivamente, de entre un total de 1,23 x 106 (para HNF4α) y 6,7 
x 105 (para SPP1), de núcleos analizados. 
 
Figura 11. Máscaras celulares aplicadas en el análisis de imagen mediante IN Cell. 
(Izquierda) Segmentación de núcleos utilizando como señal la tinción de Hoechst. 
(Derecha) Clasificación de núcleos según la intensidad de señal del marcador HNF4α como 
negativos (rojo -) o positivos (verde +) a partir de la segmentación nuclear de Hoechst 
previamente realizada. HNF4α, factor nuclear 4 α de hepatocito. 
3.10.3 Distribución hepática por área nuclear 
Con el objetivo de analizar en mayor detalle la población hepática, 
se realizó una distribución del número de hepatocitos según su área nuclear. 
Este análisis de imagen se llevó a cabo con la plataforma multiparamétrica 
IN Cell, aplicando el mismo protocolo que en el apartado 3.10.2 y 
Máscaras de análisis IN Cell
Hoechst HNF4α
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seleccionando la opción de medida del tamaño nuclear en cada célula 
adquirida de forma individualizada, basado en la detección de la señal de 
tinción Hoechst. Debido a la gran cantidad de células analizadas y datos 
numéricos continuos obtenidos, se realizaron distribuciones frecuenciales 
utilizando el programa de Office, Microsoft Excel. 
3.10.4 Estimación de ploidía hepatocítica 
La estimación de ploidía hepatocítica se realizó mediante la 
implementación de un novedoso protocolo que se encuentra en proceso de 
revisión en la revista JoVE. Este protocolo permite realizar estimaciones de 
ploidía hepática a partir de secciones tisulares evitando el estandarizado uso 
de la citometría de flujo. Además, ofrece ventajas como la capacidad de 
obtener información espacial permitiendo localizar en el tejido cada grupo de 
hepatocitos. El principio fundamental de este protocolo se basa en que las 
células no parenquimales (HNF4α -) poseen núcleos cuyo contenido de ADN 
es 2c, mientras que los hepatocitos pueden presentar diversas ploidías y 
además binuclearidad. A partir del cálculo del contenido de ADN de las 
células no parenquimales como control interno 2c, se interpolaron los 
distintos contenidos de ADN de las poblaciones hepáticas 2c, 4c, 8c y 16c 
(Figura 12). 
Para llevar a cabo este análisis, se realizaron tinciones de 
criosecciones de hígados controles y tratados con dieta DDC con el 
marcador hepático nuclear HNF4α y Hoechst. Las muestras fueron 
adquiridas y analizadas con la plataforma IN Cell siguiendo el protocolo 
descrito en el apartado 3.10.2. De nuevo, la capacidad de análisis 
multiparamétrica de este sistema, permitió obtener valores individuales para 
cada núcleo adquirido de circularidad/elongación (0-1, siendo 1 muy 
circular), área nuclear e intensidad media de tinción Hoechst. 
El cálculo del contenido de ADN de cada núcleo, se realizó a partir 
de los datos obtenidos del análisis en dos dimensiones (2D), por lo que la 
intensidad nuclear de Hoechst es proporcional a la densidad de ADN. El 
contenido de ADN se debe relativizar al cálculo en 3D, por tanto, fue 
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calculado multiplicando la densidad de ADN por el volumen de cada núcleo. 
Para realizar el cálculo del volumen a partir del área reportada por el sistema 








× 𝜋 × 𝑟𝑎𝑑𝑖𝑜3 
 
Figura 12. Modelo de estimación del contenido de ADN. Los datos obtenidos se 
corresponden al análisis de criosecciones hepáticas marcadas con HNF4α y Hoechst en 
dos dimensiones (2D). A partir de estos se obtienen los valores de densidad de ADN de 
núcleos con alta circularidad (C) ≥0,8, tanto de células no parenquimales (HNF4α-) como 
de hepatocitos (HNF4α+) mononucleares. Mediante la implementación de fórmulas 
matemáticas aplicables a círculos y esferas perfectas, se realiza una interpolación del 
contenido de ADN de estos núcleos altamente circulares. Los valores de contenido de ADN 
de células no parenquimales se utilizan como calibrador interno 2c. Los valores de 
contenido de ADN obtenidos en la población hepática son estratificados en diferentes 
ploidías a partir del calibrador. 2D, 2 dimensiones; 3D, 3 dimensiones; HNF4α, factor 
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Estas fórmulas únicamente son aplicables a circunferencias 
perfectas, es decir, aquellos núcleos cuyos valores de circularidad son 
cercanos a 1. No todos los núcleos analizados presentarán alta circularidad 
debido a que los hepatocitos pueden ser binucleares y que las células no 
parenquimales suelen contener núcleos ovalados. De modo que para poder 
aplicar el protocolo, el contenido de ADN fue calculado multiplicando el 
volumen de cada célula cuya circularidad superaba el valor de 0,8 [87] por la 
intensidad nuclear de Hoechst. Aquellos núcleos con una circularidad <0,8 y 
que contenían núcleos poco circulares o binucleares, fueron designados 
como complejos. De este modo se determinó el contenido de ADN de 
núcleos muy circulares tanto en la población HNF4α positiva como negativa. 
Como control 2c interno se utilizó el valor medio de contenido de ADN de la 
población no parenquimal. Finalmente se relativizó el valor de contenido de 
ADN de cada núcleo a los controles, obteniéndose diferentes grupos de 
ploidía hepática (Figura 12). 
 
Figura 13. Ilustración de las posibles estimaciones de ploidía inferiores a las reales. 
Los núcleos de hepatocitos en 3 dimensiones (3D) que sean cortados para su análisis en 
2D por su eje central, tendrán una ploidía estimada exacta a la real, pero variaciones en el 
eje de corte resultarían en un área nuclear menor y por tanto una estimación de ploidía 
inferior a la real. 2D, 2 dimensiones; 3D, 3 dimensiones; c, número de copias genéticas. 
Otra de las limitaciones de esta técnica es la capacidad de medir 
únicamente la ploidía mínima nuclear. Esto se debe a que la segmentación 
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sería la máxima. Sin embargo, aquellos núcleos que se encuentren cortados 
por un plano que no coincida con su eje central, poseerán un área inferior a 
su máximo valor. De esta forma, la estimación de su ploidía será inferior a la 
real. En cualquier caso, sería una limitación equivalente entre diferentes 
muestras (Figura 13). 
3.10.5 Análisis de granularidad de Spp1 
Mediante el uso de la herramienta multiparamétrica IN Cell Analyzer, 
se procedió al cálculo del número de gránulos de Spp1 observados por 
célula. A partir del marcaje por inmunofluorescencia de Spp1 en criocortes 
de hígados de ratón WT e Irs2-/- tratados durante 14 días con dieta DDC, se 
llevó a cabo la adquisición y análisis por IN Cell previamente descrito en el 
apartado 3.10.2. Además de identificar las células Spp1 positivas, el análisis 
se complementó incluyendo la detección de acúmulos de píxeles positivos 
para este marcador, referenciados como gránulos. Para asegurar un análisis 
más certero, al tratarse de un parámetro de estudio muy dependiente del 
enfoque de la muestra, se eliminaron todos aquellos campos que no 
cumplían con el criterio de nitidez requerido para este análisis. De esta forma 
se procesaron 6 muestras en cada grupo, analizando un total de 2,7 x 104 
células Spp1 positivas, obteniendo así el número medio de gránulos en la 
población Spp1 en cada grupo de animales. 
3.11 Inmunodetección de proteínas por Western blot 
 Extracción de proteínas: 
Las muestras provenientes de tejidos fueron introducidas en un 
tampón de lisis que contenía Tris-HCl 50 mM (Sigma-Aldrich, Panreac) pH8, 
NaCl 150 mM (Panreac), NP-40 1% (Sigma-Aldrich), deoxicolato de sodio 
0,5% (Sigma- Aldrich) y SDS 0,1%. En el momento de su uso, se 
complementó con un mix de inhibidores de proteasas y fosfatasas 
consistente en Complete 1x (Roche), β-Glicerolfosfato 50 mM (Sigma-
Aldrich), PMSF 20 mM (disuelto en etanol, Roche) y Ortovanadato de sodio 
(Na3VO4) 200 μM (Sigma-Aldrich). Los tejidos fueron lisados con un 
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homogeneizador Polytron PT1600E (Kinematica, Suiza) aplicando tres ciclos 
de lisis de 10 segundos y 15 segundos de descanso en hielo. 
Para la extracción proteica de muestras que provenían de cultivos 
celulares, se procedió a realizar tres lavados en frío con PBS de las placas 
que contenían los cultivos adherentes. Tras lo cual, las células fueron 
rascadas de la placa y recolectadas en un tampón de lisis compuesto por 
Tris-HCl 50 mM pH 7.5, NaCl 200 mM, Tween-20 1% (Sigma-Aldrich) y NP-
40 0,2% al que se le añadió el mix de inhibidores de proteasas y fosfatasas 
previamente descrito. La lisis se llevó a cabo usando un sonicador Branson 
Sonifier 150 aplicando también tres ciclos de lisis de 10 segundos y 15 
segundos de descanso en hielo. 
Los homogeneizados resultantes fueron incubados durante 40 
minutos en hielo y centrifugados a 4ºC durante 30 minutos a 13200 rpm. El 
sobrenadante en el que se encontraban las proteínas purificadas fue pasado 
a un nuevo tubo eppendorf y almacenado a -80ºC hasta su posterior uso. 
 Cuantificación y preparación de proteínas: 
La concentración proteica fue calculada usando el kit BCA Protein 
Assay (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA). Se utilizó un lector de placas 
Multiskan FC Microplate Photometer (Thermo Scientific, Finland) para medir 
de forma colorimétrica a 562 nm la concentración proteica de las muestras, 
referenciándola a una curva patrón de BSA, según las instrucciones del 
fabricante. Se prepararon 20 μg de cada una de las muestras proteicas junto 
con tampón de carga compuesto por Tris-HCl 62,5 mM pH 6,8, Glicerol 10% 
(Sigma-Aldrich), SDS 1,6% (Sigma-Aldrich), β-Mercaptoetanol 5%(Sigma-
Aldrich) y Azul de bromofenol 0,005% (Biorad). Estas muestras fueron 
desnaturalizadas aplicando un choque de calor a 97ºC durante 5 minutos, 
seguido de una centrifugación de 5 segundos a 13000 rpm. 
 Separación de proteínas por peso molecular y transferencia: 
Las muestras proteicas se cargaron junto con un marcador de peso 
molecular (Biorad) en un gel de poliacrilamida, variando su porcentaje según 
el peso molecular de las proteínas a resolver (15% para proteínas muy 
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pequeñas y hasta 7% para las proteínas mayores). Los geles bifásicos que 
contenían una fracción inferior de resolución y una fracción superior de 
estancamiento proteico (Tabla 7) y (Tabla 8). 
Fase de resolución 
(Vf=10mL) 
6% 7% 8% 10% 12% 12,5% 15% 
H2O (mL) 3,39 3,14 2,89 2,39 1,89 1,765 1,14 
Tampón de 
resolución (TrisHCl 
1,5M, 0,4% SDS, pH 
8,8 ) (mL) 
3 3 3 3 3 3 3 
Acrilamida 40% (mL) 1,5 1,75 2 2,5 3 3,125 3,75 
Glicerol (mL) (Biorad) 2 2 2 2 2 2 2 
APS 10% (μL) 100 100 100 100 100 100 100 
TEMED (μL) 10 10 10 10 10 10 10 
Tabla 7. Componentes de la fase de separación de geles de poliacrilamida. Los 
volúmenes a añadir de cada reactivo se detallan en función del porcentaje de acrilamida 
final del gel. 
Fase de estancamiento (Vf=4mL) 4,5% 
H2O (mL) 2,46 
Tampón de estancamiento (TrisHCl 
0,5M; 0,4% SDS, pH 8,8) (mL) 
1 
Acrilamida (mL) 40% (29:1) 0,5 
APS 10% (uL) 40 
TEMED (uL) 4 
Tabla 8. Componentes de la fase de estancamiento de geles de poliacrilamida.  
El gel se introdujo en una cubeta junto con tampón de separación 
(Tris 25 mM, Glicina 200 mM (Calbiochem), SDS 0,05%) usando el sistema 
Mini-Protean de Biorad. Se realizó una electroforesis en condiciones 
desnaturalizantes (SDS-PAGE) aplicando una corriente constante de 60 V 
durante 15 minutos, hasta que las muestras alcanzaron la fase inferior del 
gel, cuando se aplicó una corriente de 120 V hasta la completa resolución de 
la franja de peso molecular de las proteínas de interés. 
Posteriormente, se procedió a la transferencia de las proteínas 
resueltas a una membrana PVDF (Biorad). La membrana fue previamente 
activada con metanol 100% (Merk) durante 5 minutos en agitación y 
manteniéndola en tampón de transferencia (Tris 25 mM, Glicina 200 mM, 
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metanol 10%). Se realizó una transferencia húmeda aplicando un voltaje de 
100 V durante 90 minutos en agitación y a 4ºC. Tras lo cual, se procedió a 
bloquear la membrana con tampón de bloqueo BSA 3% en TBST (Tris-HCl 
50 mM, NaCl 150 mM, Tween-20 0,05%, pH7,5) en agitación durante 1 hora 
a temperatura ambiente para evitar uniones inespecíficas del anticuerpo 
primario. 
 Detección de proteínas: 
Para la detección de la proteína de interés, la membrana fue 
incubada durante 16 horas en agitación a 4ºC con el anticuerpo primario 
específico que reconoce a la proteína de estudio, diluido en tampón de 
bloqueo (Tabla 9).  
























Ratón BD Biosciences (61092) 1:500 
Anti-P53 Ratón 
















Santa Cruz Biotechnology 
(sc11757) 
1:500 




Santa Cruz Biotechnology 
(sc373717) 
1:500 
Anti-α SMA Conejo Abcam (ab5694) 1:1000 
Anti-β-actina Ratón Sigma Aldrich (A1978) 1:40000 
Tabla 9. Listado de anticuerpos utilizados para la detección de proteínas por western 
blot. 
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Tras la incubación del anticuerpo primario, se realizaron 6 lavados 
a la membrana con tampón TBST durante 5 minutos en agitación para 
eliminar exceso de anticuerpo y uniones inespecíficas. Seguidamente, se 
incubó el anticuerpo secundario específico para el reconocimiento del 
primario conjugado a la encima HRP (Cell Signaling Technology), diluido en 
tampón de bloqueo (1:5000), durante 2 horas en agitación a temperatura 
ambiente (Tabla 9). Finalmente se realizaron 6 lavados a la membrana con 
tampón TBST durante 5 minutos en agitación para eliminar exceso de 
anticuerpo y uniones inespecíficas. 
Para detectar la señal lumínica emitida por la encima HRP, la 
membrana fue incubada con una solución de sustrato ECL (Thermo 
Scientific) siguiendo las indicaciones del fabricante. La membrana se 
introdujo en un casete (Amersham) donde fue expuesta a películas CURIX 
RP2 Plus (AGFA) en condiciones de oscuridad. Finalmente, las películas 
fueron reveladas usando una reveladora AGFA Curix 60 y posteriormente 
escaneadas. La señal resultante fue cuantificada usando el software ImageJ 
(Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA) y normalizada usando 
la señal de un control de carga (β-Actina). 
3.12 Análisis de expresión génica por RT-qPCR 
Los ensayos de RT-qPCR para el análisis de expresión génica 
fueron llevados a cabo por la Dra. Amparo Galán. 
 Extracción y purificación de ARN 
Para la extracción de ARN de muestras provenientes de cultivos 
celulares, se utilizó el kit RNeasy Mini Kit (Qiagen) basado en un sistema de 
de lisis, adhesión, lavado y elución por columnas con tratamiento de DNAsa 
(Qiagen) para la eliminación de DNA genómico. La extracción de ARN de las 
muestras de tejido, se llevó a cabo homogeneizando entre 50-100 mg de 
estas en 1 mL de TRIzol (MilliporeSigma) con un homogeneizador Polytron 
PT1600E (Kinematica, Suiza) y posterior precipitación con alcoholes. El ARN 
obtenido se purificó posteriormente con el el kit RNeasy Mini Kit (Qiagen) 
siguiendo el protocolo de RNA Clean up y digestión en columna con DNAsa 
Capítulo 3. Materiales y métodos 
 
64 
para obtener una pureza adecuada para su uso posterior en técnicas de 
análisis de PCR. La calidad y concentración del ARN fue medida usando un 
espectrofotómetro Nanodrop ND-1000 (v3.7, Thermo Scientific, Wilmington, 
DE, EEUU), conservándose a -80ºC hasta su uso. 
 Retrotranscripción: 
Las muestras de ARNm (1-3 ug por muestra) fueron retrotranscritas 
a ADNc usando el kit EcoDry Premix (Takara) siguiendo las instrucciones del 
fabricante. Las preparaciones de ADNc fueron diluidas a la solución de 
trabajo adecuada con agua libre de ADNasa y ARNasa. 
 RT-qPCR: 
La reacción se llevó a cabo en placas de 384 pocillos (Biotest 
Diagnosticos, Roche), que contenían una mezcla de reacción consistente en: 
0,1 uL de la pareja de cebadores correspondiente (0,5 μL del cebador 
forward y 0,5 μL del cebador reverse) con una concentración inicial 50 mM, 
5 uL de muestra de ADNc (100-200 ng) y 4,9 μL de SYBR PreMix ExTaq (Mi 
RNaseH Plus, Takara). Los cebadores utilizados para el estudio de cada gen 
(Tabla 10) se diseñaron libres de intrones para aplicar la técnica de RT-PCR. 
Seguidamente, las placas fueron cubiertas con un film termo-adhesivo 
(Roche) sometiéndola a una centrifugación corta para asegurar la mezcla de 
todos los componentes de reacción. Finalmente la placa se introdujo en un 
termociclador LightCycler 480 II (Roche) en el que se programó: 1 ciclo de 
desnaturalización a 95ºC durante 5 minutos, 45 ciclos de amplificación 
consistentes en desnaturalización a 95ºC durante 10 segundos, anillamiento 
a 54ºC durante 20 segundos, y extensión a 72ºC 30 seg (con detección de 
fluorescencia) y 1 ciclo de fusión. 
Todas las muestras se analizaron por triplicado, incluyendo 
controles negativos (muestras sin ADNc) y controles positivos utilizados 
como calibradores intraexperimentales. La expresión relativa de ARNm fue 
calculada utilizando como control de expresión para líneas celulares 
humanas la proteína ribosomal L19 (RPL19) y para tejido de ratón la 
gliceraldehido-3-fosfatasa deshidrogenasa (Gapdh). El cálculo de la 
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expresión relativa de los genes referidos al gen de referencia se realizó 
mediante la aplicación del método del ∆∆Ct. 















































Tabla 10. Lista de parejas de cebadores utilizados en el ensayo de RT-qPCR. 
3.12.1 Meta-análisis de expresión de IRS2 en tejido hepático humano 
El grupo del Dr. Yujin Hoshida del UT Southwestern Medical Center 
(Texas, EEUU) llevó a cabo un meta-análisis de expresión de ARNm de IRS2 
recopilando la información desde bases de datos accesibles de forma 
pública. Un primer análisis fue realizado con datos de 10 muestras de 
hígados sanos, 10 con inflamación, 10 cirróticos y 26 con HCC, distinguiendo 
dos grupos tumorales, uno de estadio temprano (13 muestras) y otro de 
estadio avanzado (13 muestras) todos ellos recogidos en la base de datos 
“Gene Expression Omnibus” bajo el número de acceso “GSE54238”.  
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Por otra parte también se analizaron diferencias en la expresión de 
IRS2 en un total de 374 muestras de HCC recopiladas en el The Cancer 
Genome Atlas (TCGA). Estas muestras a su vez fueron clasificadas en varios 
subgrupos moleculares (S1-S3) según su perfil de expresión génica. El 
subgrupo S1 (n=105) representa aquellos tumores caracterizados por poseer 
un perfil progenitor con baja tasa de diferenciación y supervivencia. El S2 
(n=93) posee un tamaño mayor y en él se encuentran inducidos genes como 
MYC y AKT. Finalmente, el S3 (n=176) se caracteriza por poseer un perfil 
tumoral diferenciado y de menor tamaño [159]. 
3.13 Ensayo de viabilidad y crecimiento celular MTT 
Para medir la viabilidad celular, las células bajo estudio se 
sembraron en placas de 96 pocillos a una densidad y durante un tiempo 
determinado por la línea de estudio (Tabla 11).  
Línea celular Número de células sembradas Tiempo en cultivo 
LX2 activadas 2000 48 horas 
LX2 
inactivadas 
15000 5 días 
Huh6 2000 48 horas 
Hep3B 4000 48 horas 
Tabla 11. Listado de condiciones de experimentación para el ensayo MTT según la 
línea celular usada. 
Después de la incubación celular, se añadió 3-(4,5-dimethyl-2-
thiazolyl)-2,5-diphenyl-2-H-tetrazolium bromide (MTT) (Sigma-Aldrich) 
previamente disuelto en PBS (libre de Mg+2 Ca+2) pH 7,4  a una concentración 
final 5 mg/mL y filtrado, en un ratio 1:5 al medio de cultivo en condiciones de 
oscuridad. Tras 4 horas en el incubador celular, el medio fue aspirado y los 
cristales de formazán resultantes tras la metabolización del compuesto por 
las células vivas, se disolvieron en 100μL de dymethylsulfoxide (Sigma-
Aldrich), dando lugar a una reacción colorimétrica directamente proporcional 
a la cantidad de células vivas. Se midió la densidad óptica resultante a 570 
nm usando un lector de microplacas automático (Victor; PerkinElmer, 
Waltham, MA, USA). 
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3.14 Ensayo de proliferación con 5-Bromo-2-
Dexosiuridina (BrdU) 
Las células Huh6 se sembraron en una placa de 24 pocillos sobre 
cubreobjetos, a una densidad de 20000 células por pocillo. Tras 24 horas en 
cultivo, se añadió una disolución filtrada de BrdU (Sigma) a concentración 
final de 10 μM en medio de cultivo fresco. Tras 3 horas de incubación a 37ºC 
y 0,5% CO2, la disolución fue retirada y realizándose 2 lavados de 5 
segundos y 3 lavados más de 2 minutos cada uno, con PBS. Tras la 
eliminación por completo del BrdU, se fijaron las células con PFA 4% disuelto 
en PBS durante 10 minutos. Se llevaron a cabo 3 lavados de PBS y se 
procedió a la permeabilización celular usando una disolución en base de 
PBS-0,5% Tritón 100X durante 15 minutos a temperatura ambiente. Tras lo 
cual, se realizaron dos lavados con PBS y se procedió a hidrolizar el ADN 
mediante la incubación de las células con ácido clorhídrico 1M durante 30 
minutos a temperatura ambiente. Seguidamente, se eliminaron los restos de 
ácido con PBS y se procedió siguiendo el protocolo descrito en el apartado 
3.9.2 a realizar una incubación con el anticuerpo primario anti-BrdU. 
3.15 Ensayo de herida (wound healing) 
El ensayo de herida se llevó a cabo para evaluar la capacidad 
migratoria celular in vitro. Para ello se utilizaron placas de 12 pocillos, en los 
que se rotuló una línea horizontal en la base externa de la placa. En el caso 
de las células LX-2, las placas fueron pretratadas con gelatina (0,1%). Las 
células fueron sembradas siguiendo las condiciones de cultivo estándar de 
cada línea celular. Una vez llegado a su estado confluente, se rascó una 
línea vertical en el centro de cada pocillo utilizando puntas p200, quedando 
una franja libre de células. Se procedió a aspirar el medio, a hacer un lavado 
con PBS para eliminar restos celulares y a añadir medio de cultivo fresco. 
Usando un microscopio de campo claro (Leica DM IL) y utilizando el 
contraste de fases, se realizó una foto a cada pocillo en el lugar de la herida, 
utilizando la marca rotulada como referencia de posición. Tras 24 horas 
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(células LX2) y 7 horas (células Huh6) de cultivo, se realizó otra fotografía 
exactamente en el mismo lugar donde se hizo en el tiempo inicial. 
Utilizando el software ImageJ se midió el área de la herida inicial y 
final, con lo que se calculó la tasa de migración de cada línea celular, 
referenciando los controles a 1. Se realizaron 3 experimentos 
independientes, con al menos 3 réplicas cada uno, comparándose 
únicamente heridas con un área inicial similar. 
3.16 Ensayo de migración e invasión por transwell 
Para mediar las capacidades migratorias e invasivas in vitro se 
procedió a realizar un ensayo con pocillos transwell (EMD Millipore Millicell, 
Fisher Scientific) para placas de 24 pocillos con un diámetro de poro de 8 
μm. Para el experimento de migración, los pocillos transwell fueron 
prehidratados con 100 µL de medio de cultivo completo con baja 
concentración de suero (1%). Mientras que para los experimentos de 
invasión, la prehidratación se realizó con matrigel 0,4 mg/mL disuelto en 
medio de cultivo completo con baja concentración de suero (1%), ambos 
durante 1 hora en el incubador. Las células utilizadas fueron disgregadas con 
tripsina siguiendo el procedimiento estándar descrito en el apartado 3.2. 
Fueron centrifugadas durante 5 minutos a una velocidad de 1000 rpm y 
resuspendidas en medio de cultivo completo 1% suero a una concentración 
de 4 x 105 células/mL. Seguidamente, se añadieron 750 μL de medio 
completo 10% suero a cada pocillo, introduciendo con unas pinzas un inserto 
transwell en cada uno. Sobre cada transwell se sembraron 200 μL de la 
suspensión celular previamente preparada y se dejó en el incubador celular 
durante 4 horas y 30 minutos. Tras la incubación, el medio contenido en el 
inserto fue aspirado con pipeta suavemente y se realizó un lavado con PBS. 
Las células pegadas al transwell fueron fijadas y teñidas con una disolución 
a partes iguales de metanol-PBS y cristal violeta (0,5%) (Sigma) durante 15 
minutos en oscuridad y agitación ligera. Finalmente, el cristal violeta fue 
retirado por decantación y los insertos fueron lavados por inmersión en PBS. 
Las células contenidas en la parte superior del inserto fueron eliminadas con 
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el algodón de un bastoncillo, quedando únicamente fijadas y teñidas las 
células migradas en la parte inferior del transwell. El inserto fue cortado con 
un cúter y montado con medio de montaje acuoso (Tissue-Clear-Based 
Mounting Medium, Dako) sobre un portaobjetos para su posterior análisis de 
imagen. 
El número de células migradas fue calculado mediante la 
adquisición y análisis de 4 campos aleatorios en cada pocillo usando la 
plataforma de imagen “IN Cell 1000” descrita en el apartado 3.10. Las 
imágenes mostradas, representativas de 3 experimentos independientes, 
fueron adquiridas usando el software Pannoramic Viewer (3DHISTEC). 
3.17 Ensayo de clonogénesis 
El ensayo de clonogenicidad se llevó a cabo sembrando una 
cantidad muy escasa de células por pocillo, para asegurar el aislamiento 
espacial de cada célula y medir así su capacidad para sobrevivir en este 
ambiente hostil en el que se carece de señalización intercelular, y de formar 
finalmente una colonia de al menos 50 células. Las líneas celulares se 
trataron de forma estándar, se disgregaron por tripsinización hasta conseguir 
células completamente separadas y se sembraron en placas de 6 pocillos en 
triplicados. La línea Huh6 y Hep3B fueron sembradas a una densidad de 200 
células/pocillo, manteniéndose por 11 días en cultivo. El medio de cultivo fue 
remplazado 2 veces por semana. Finalizado el tiempo de crecimiento celular, 
se aspiró el medio de cada pocillo y se realizó un lavado con PBS. Para teñir 
y fijar las colonias, se añadió 1 mL de una disolución 0,5% cristal violeta 
PBS:metanol 1:1 filtrada, manteniendo las placas en agitación suave durante 
15 minutos. Seguidamente se realizaron varios lavados con agua destilada, 
dejándose secar las placas y escaneándose cada pocillo con un escáner de 
oficina (EPSON perfection V200 photo) a una resolución de 600dp y en 
escala de grises.  
El análisis de cada pocillo se realizó utilizando el software ImageJ, 
con el que se transformó cada imagen a un formato binario y se analizó el 
área de cada colonia formada por pocillo. Con el programa Microsoft Excel 
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se realizaron distribuciones del número de colonias según su área, eligiendo 
una distribución logarítmica en base 2 y siendo representada en formato x-y 
con el programa GradhPad. 
3.18 Análisis estadístico 
La representación de datos y el análisis estadístico fue llevado a 
cabo utilizando el programa GraphPad Prism versión 6.00 (GraphPad 
Software, La Jolla, CA, http://www.graphpad.com). El número de muestras 
independientes representado como “n” en el apartado de resultados, indica 
el número de animales utilizados en el caso de los experimentos in vivo, el 
número de tumores analizados en los experimentos de xenoinjertos y el 
número de experimentos independientes llevados a cabo en el caso de los 
experimentos in vitro. Los ensayos analíticos utilizados fueron: t-test, para 
comparar una variable entre dos muestras, one-way ANOVA para la 
comparación de varias muestras con una sola variable y two-way ANOVA 
para comparar varias muestras en las que intervienen diferentes variables. 
Los resultados fueron pareados cuando se aplicaron las mismas variables 









4.1 Bloque 1: El papel de IRS2 durante la reparación del 
daño hepático 
La regeneración hepática puede estar liderada por hepatocitos que 
proliferan masivamente para repoblar el hígado, o por células progenitoras 
que emergen cuando este tejido sufre un daño crónico causado por la ingesta 
de alcohol, la dieta, infecciones hepáticas, etc. Este trabajo de investigación 
se ha centrado en el estudio de la respuesta progenitora durante el daño 
hepático crónico, por lo que el modelo utilizado ha sido el de la dieta DDC al 
0,1% que induce la expansión de células de carácter progenitor. La dieta fue 
administrada durante diferentes intervalos de tiempo (día 0, 7, 14 y 21 días) 
a animales WT e Irs2-/-  (Figura 14, A). Como se ha descrito en la introducción, 
esta dieta induce una remodelación del tejido que genera una respuesta 
ductular en la que CPHs se disponen alrededor de las venas portales 
hepáticas, interaccionando con las células estromales para proliferar y 
madurar hacia hepatocitos y colangiocitos de novo, que ayudan a mantener 
la función parenquimal (Figura 14, B). Las células estromales participan en 
primer lugar induciendo una respuesta fibrogénica a causa de la pérdida 
masiva de células parenquimales. También participan en la comunicación 
estroma-epitelio generando factores paracrinos que permiten la proliferación 
y maduración de CPHs. Durante el daño, esta población fibrótica es capaz 
de remitir dando lugar a un proceso de resolución [130]. 
 
 




Figura 14. Modelo de experimentación de daño hepático crónico utilizado. (A) Diseño 
de protocolo de administración de dieta DDC. (B) Respuesta celular tras el daño 
hepatotóxico causado por la administración de la dieta DDC, en el que se produce una 
remodelación tisular a consecuencia de la expansión de CPHs alrededor de VPs y 
activación de CEHs y FPs, que forman parte del nicho progenitor y dan lugar a deposiciones 
en la MEC. Irs2, substrato receptor de insulina 2; DDC, 3.5-dietoxicarbinol-1.4-
dihidrocolina; VP, vena portal; AH, arteria hepática; VC, vena central; CB, conducto biliar; 
FPs, fibroblastos portales; CEHa, célula estrellada hepática activada; CPHs, células 
progenitoras hepáticas; MEC, matriz extracelular. 
Los resultados mostrados a continuación se basan en el análisis de 
varias poblaciones celulares, tanto in vivo utilizando el modelo animal, como 
in vitro mediante la manipulación de líneas celulares humanas implicadas en 
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4.1.1 Estudio de la respuesta al daño crónico hepático en animales 
Irs2-/- 
En primer lugar, se procedió a analizar cómo la resistencia a insulina 
causada por la falta de Irs2 afecta al hígado durante el daño crónico hepático 
causado por la dieta DDC, inductora de células progenitoras. Para ello se 
estudiaron cambios en las poblaciones celulares de hepatocitos, CPHs, 
CEHs y FPs.  
4.1.1.1 La ausencia de Irs2 altera la capacidad de atenuación del 
daño hepático crónico 
Con el objetivo de analizar si la ingesta de la dieta DDC estaba 
generando un daño hepático durante su administración a lo largo del tiempo, 
se procedió a la medida de enzimas de daño hepático en suero como la 
alaninoaminotransferasa (ALT) o la aspartato aminotransferasa (AST). Tras 
7 días, los resultados mostraron una inducción similar en ambos grupos de 
animales, indicando inicialmente un daño comparable. Sin embargo, tras 14 
y 21 días, los animales Irs2-/- mostraron niveles mayores de ambas enzimas 
en sangre, indicativo de un mayor nivel de daño hepatocítico. De forma 
llamativa, los animales controles reducían los niveles de ALT y AST entre 7 
y 14 días de dieta DDC, indicando una capacidad de respuesta al daño 
alterada en la ausencia de Irs2 (Figura 15, A). Complementariamente, 
también se analizó la tasa apoptótica celular en ambos grupos de animales 
mediante un ensayo de inmunofluorescencia con caspasa-3 activa en estos 
hígados. Los resultados no mostraron diferencias entre ambos grupos de 
animales tras 14 días de dieta DDC. Sin embargo, tras 21 días de dieta, se 
observó una mayor tasa en el número de células en apoptosis en los 
animales Irs2-/-  (Figura 15, B), pudiendo indicar una menor capacidad de los 
hígados Irs2-/-  de contención del daño en comparación con los controles. 




Figura 15. Irs2 es necesario para reducir los niveles de daño hepático durante la dieta 
DDC. (A) Niveles de transaminasas hepáticas en suero de animales WT e Irs2-/-  durante el 
tratamiento con dieta DDC (n=4) Medias comparadas mediante un análisis two-way 
ANOVA aplicando un test de Bonferroni para comparaciones múltiples (B) Análisis por 
inmunofluorescencia de caspasa-3 activa en criosecciones de hígados de animales WT e 
Irs2-/-  tratados durante 14 y 21 días con dieta DDC (derecha) que fueron cuantificados como 
células positivas por corte (izquierda). Barra de escala 50 µm. Para comparar medias se 
utilizó un análisis t-test no pareado. Los datos representan la media + SEM. *p < 0,05, **p < 
0,01, y ***p< 0,001. Irs2, substrato receptor de insulina 2; WT, fenotipo salvaje; Irs2-/- , ratón 
deficiente del gen Irs2; ALT, alaninoaminotransferasa; AST, aspartato aminotransferasa; 
DDC, 3.5-dietoxicarbinol-1.4-dihidrocolina; d14, día 14; d21, día 21. 
4.1.1.2 La ausencia de Irs2 acentúa la pérdida de hepatocitos 
pequeños durante el daño crónico hepático 
Con el propósito de analizar más en detalle el efecto de la dieta DDC 
sobre la población de hepatocitos, que representan la unidad funcional del 
hígado, se realizaron tinciones de inmunofluorescencia de los hígados de 
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animales WT e Irs2-/-  tratados con dieta DDC 0,1% durante 0, 14 y 21 días. 
El marcaje del factor de transcripción nuclear de hepatocitos (HNF4α) y de 
la totalidad de núcleos utilizando Hoechst, mostró una pérdida en la densidad 
de núcleos de hepatocitos a medida que avanzaba el tiempo de 
administración de la dieta. Tras 21 día se observaron diferencias entre 
ambos grupos de animales, no sólo en la densidad de núcleos marcados 
sino también en su tamaño (Figura 16, A).  
 
Figura 16. La falta de Irs2 incrementa la reducción de células HNF4α positivas 
durante el tratamiento con dieta DDC. (A) Imágenes representativas del análisis de 
inmunofluorescencia de HNF4α y Hoechst en criocortes de hígados de ratones WT e Irs2-
/-  tras 21 días de dieta DDC. Barra de escala 50 µm. (B) Cuantificación del número de 
núcleos HNF4α positivos por mm2 en animales WT e Irs2-/-  (n = 4–6), total de 5,1 × 105 
núcleos HNF4α+ analizados). (C) Distribución por tamaño del número de núcleos HNF4α 
positivos por mm2 en animales WT e Irs2-/-  tras 21 días de dieta DDC (n = 4, total de 1,2 × 
105 núcleos HNF4α+ analizados. Los datos representan la media + SEM. *p < 0,05, **p < 
0,01, y ***p< 0,001. Medias comparadas mediante un análisis two-way ANOVA aplicando 
un test de Bonferroni para comparaciones múltiples. Irs2, substrato receptor de insulina 2; 
DDC, 3.5-dietoxicarbinol-1.4-dihidrocolina; WT, fenotipo salvaje; Irs2-/-, ratón deficiente del 
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Estas muestras fueron estudiadas en mayor detalle por medio de un 
análisis de imagen de alto contenido, utilizando el software IN cell analyzer. 
Con este se calculó el número de núcleos HNF4α positivos por unidad de 
área durante el progreso del daño hepático. Como resultado se observó una 
redución parenquimal entre los hígados controles (día 0 de dieta) y los 
tratados durante 14 días en ambos grupos de animales, consecuente con el 
daño hepatocítico causado por la dieta DDC. Sin embargo, se observó que 
entre día 14 y día 21 esta pérdida se mantenía en los animales WT, mientras 
que en los Irs2-/-  se veía aún más acentuada. Como consecuencia, tras 21 
días de dieta DDC, se obtuvo una reducción significativa en el número de 
núcleos HNF4α positivos por unidad de área en los animales Irs2-/-  en 
comparación con los WT (Figura 16, B).  
Gracias a la capacidad de análisis multiparamétrico del software IN 
cell analyzer, se halló el área de cada núcleo adquirido, permitiendo así 
realizar una distribución de núcleos HNF4α positivos en función de su 
tamaño en ambos grupos de animales tras 21 días de dieta DDC. En esta se 
observó que la reducción de núcleos de hepatocitos se produce 
principalmente en la población de menor área nuclear (<75 μm2) (Figura 16, 
C). 
4.1.1.3 La deleción de Irs2 aumenta el número de núcleos de 
hepatocitos Ki67 positivos durante el tratamiento DDC 
Dada la observación de la reducción de hepatocitos, se procedió a 
analizar si esta pudiera deberse a cambios en la capacidad proliferativa 
hepatocítica. Para ello se realizó un análisis de imagen con IN cell analyzer 
a partir de muestras de hígados tratados con dieta DDC (día 0, 14 y 21) 
teñidos mediante inmunofluorescencia con HNF4α y Ki67 como marcador de 
células en proliferación (tanto en fase G1, S, G2 y mitosis) (Figura 17, A). El 
cálculo del porcentaje de núcleos de hepatocitos Ki67 positivos no mostró 
diferencias entre 14 y 21 días de daño hepático en los animales WT. Cabe 
destacar que a pesar de que en los animales Irs2-/-  se observó una reducción 
del número de núcleos de hepatocitos tras 21 días de dieta DDC, estos 
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presentaban un mayor porcentaje de positividad para el marcador Ki67 
(Figura 17, B). Este resultado es un indicador de que la mayor pérdida 
hepatocítica observada en estos animales no era debido a fallos 
proliferativos en esta población celular.  
 
Figura 17. Inducción de núcleos Ki67 HNF4α doble positivos en animales Irs2-/-  tras 
21 días de daño hepático. (A) Imágenes de inmunofluorescencia representativas de la 
población HNF4α Ki67 doble positiva (flechas) alrededor de venas centrales (línea 
punteada blanca, VC) criocortes de hígados de ratones WT e Irs2-/-   tras 21 días de dieta 
DDC. Barra de escala 50 µm. (B) Cuantificación del porcentaje de núcleos HNF4α+ Ki67+ 
doble positivos sobre el total de núcleos HNF4α+ durante 0, 14 y 21 días de dieta DDC (n = 
4–6). (C) Distribución del porcentaje de núcleos HNF4α+ Ki67+ doble positivos según su 
área nuclear (µm2) después de 21 días de dieta DDC en animales WT e Irs2-/-.(n=4). Línea 
roja posicionada en el punto en el que se observa una reducción de células HNF4α+ <75 
µm2. Medias comparadas mediante análisis two-way ANOVA aplicando un test de 
Bonferroni para comparaciones múltiples. Los datos representan el valor medio + SEM. 
*p < 0,05, **p < 0,01, y ***p< 0,001. Irs2, substrato receptor de insulina 2; DDC, 3.5-
dietoxicarbinol-1.4-dihidrocolina; WT, fenotipo salvaje; Irs2-/-, ratón deficiente del gen Irs2; 
HNF4α, factor nuclear 4 α de hepatocito; VC, vena central; d21, día 21. 
Además, con el fin de estudiar más en profundidad estas 
variaciones, se realizó una distribución del porcentaje de núcleos HNF4α 
Ki67 doble positivos según su tamaño nuclear tras 21 días de dieta DDC. Los 
resultados mostraron una distribución diferencial en el tamaño de los núcleos 
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Ki67 positivos entre ambos grupos de animales. Mientras que en los 
animales WT los núcleos de hepatocitos que poseían un mayor índice de 
proliferación eran los de menor tamaño, en los animales Irs2-/-  se producía 
un desplazamiento de la curva hacia tamaños mayores (Figura 17, C). Los 
hepatocitos son capaces de llevar a cabo ciclos de endoreplicación, en los 
que el material genético se duplica pero no se lleva a cabo la citocinesis, 
aumentando así el tamaño celular. Los cambios observados en el área de 
los núcleos Ki67 positivos podrían resultar en diferencias en la ploidía 
hepatocítica, por lo que esta fue analizada.  
4.1.1.4 La falta de Irs2 reduce la capacidad de inducción de la 
población hepatocítica 2c durante el daño crónico 
hepático 
Con el fin de analizar cambios en la ploidía hepatocítica se 
desarrolló un método de estimación del contenido de ADN nuclear mediante 
análisis de imagen con IN cell analyzer, teniendo en cuenta la morfología y 
la intensidad de Hoechst de cada núcleo. La estimación de ploidía se realizó 
usando como calibradores 2c internos células no parenquimales HNF4α 
negativas.  
De este modo se analizó el perfil de núcleos HNF4α positivos con 
alta circularidad (“simples”), excluyendo del análisis aquellos núcleos que 
presentaban una circularidad pobre <0,8 (“complejos”) (Figura 18, A). Al 
aplicar el método de análisis, en una única muestra se pueden observar 
diferentes poblaciones de núcleos de hepatocitos distribuidos según su 
tamaño e intensidad nuclear de Hoechst. Aquellos grupos de mayores 
ploidías están representados por núcleos mayores y poblaciones cada vez 
más dispersas (Figura 18, B). El análisis numérico de esta distribución resultó 
en un enriquecimiento de la población 4c, seguido por la 8c, 2c y 16c, 
estando esta última representada por un número muy reducido de células 
(Figura 18, C).  
Mediante la aplicación de este método, se analizaron de manera 
más detallada las poblaciones hepatocíticas 2c, 4c, 8c y 16c durante el daño 
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crónico a partir de criosecciones de hígados WT e Irs2-/- teñidos con HNF4α 
y Hoechst. La estimación del contenido de ADN determinó que en ambos 
grupos de animales las poblaciones 2c y 4c se reducían tras 14 días de 
administración de dieta DDC. Sin embargo, la población 8c no sufría cambios 
significativos, y la 16c aumentaba en los controles pero no en los Irs2-/-, cuyos 
niveles eran mayores en condiciones control sin dieta (Figura 19), indicando 
cambios intrínsecos debidos a la falta de Irs2. 
 
Figura 18. Análisis de ploidía hepática en animales control siguiendo el método 
desarrollado. (A) Imágenes representativas de los diferentes tipos de núcleos de 
hepatocitos marcados con Hoechst obtenidas mediante la plataforma IN Cell. Se distinguen 
células “simples” con núcleos cuya ciruclaridad supera el valor 0,8 y “complejas” con una 
circularidad ≤0,8, con variaciones en la intensidad de tinción de Hoechst. (B) Distribución 
de núcleos de hepatocitos simples de una sola muestra control en el que cada punto 
representa un núcleo y se define en función de su intensidad media de Hoechst (unidades 
relativas/µm2), su área (µm2) y ploidía interpolada. (C) Representación del porcentaje 
medio de hepatocitos mononucleares 2c, 4c, 8c, 16 c y complejos de animales WT control 
(n=4, análisis de un total de 6,7 x 104 núcleos HNF4α positivos). UR, unidades relativas; c, 
número de copias genéticas.  
La comparación entre ambos grupos de animales mostró una 
reducción en el número de núcleos HNF4α del 61%, 50,4% y 34,8% en las 
poblaciones 2c, 4c y 8c respectivamente (esta última no significativa) tras 21 
días en los animales Irs2-/- (Figura 19), consistente con la mayor pérdida de 
núcleos hepatocíticos de menor tamaño descrita anteriormente. El resultado 
más llamativo de este análisis recae sobre la población de núcleos 2c, que 
se vió incrementada en los animales WT entre 14 y 21 días de dieta DDC. 
1 6 .1 8 %   2 c
2 5 .4 1 %   4 c
2 0 .9 9 %   8 c
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Se observó un aumento de un 64%, indicativo no sólo de una contención del 
daño hepatocítico sino también de un proceso de adaptación ausente en los 
animales Irs2-/- (Figura 19). 
 
Figura 19. Incapacidad de repoblación de núcleos HNF4α 2c en animales Irs2-/-  
durante el daño hepático. Cuantificación del número de núcleos HNF4α positivos por mm2 
en animales WT e Irs2-/-  durante 0, 14 y 21 días de dieta DDC, distribuidos en gráficas 
independientes según la estimación de su contenido de ADN (hepatocitos 2c, 4c, 8c y 16c). 
n = 4–6, con un total de 3,1 x 104, 7,2 x 104, 7,6 x 104 y 2,6 x 104 núcleos HNF4α+ analizados 
en las poblaciones 2c, 4c ,8c y 16c respectivamente. Los datos representan el valor medio 
+ SEM. *p < 0,05, **p < 0,01, y ***p< 0,001. Medias comparadas mediante un análisis two-
way ANOVA aplicando un test de Bonferroni para comparaciones múltiples. Irs2, substrato 
receptor de insulina 2; DDC, 3.5-dietoxicarbinol-1.4-dihidrocolina; WT, fenotipo salvaje; 
Irs2-/-, ratón deficiente del gen Irs2; HNF4α, factor nuclear 4 α de hepatocito; c, número de 
copias genéticas.  
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4.1.1.5 La inducción de la fracción celular no parenquimal se ve 
retardada en animales Irs2-/- durante el daño crónico 
hepático 
Llevando a cabo el mismo procedimiento que el seguido para 
estudiar la densidad de núcleos hepáticos durante el daño crónico, se calculó 
la densidad de la población HNF4α negativa, es decir, la fracción de células 
no parenquimales (CNPs). Los resultados mostraron un incremento en el 
número de CNPs tras 14 días de dieta DDC en ambos grupos de animales 
(Figura 20). Esta inducción es consistente con la descrita remodelación 
tisular que genera la dieta DDC, dando lugar a la formación de ductos para 
la eliminación de la acumulación de bilis, en los que se expanden las CNPs 
[121]. Sin embargo, el patrón de inducción de CNPs resultó menos 
pronunciado en los animales Irs2-/- a lo largo del tiempo, observándose una 
reducción del 21% estadísticamente significativa tras 14 días de dieta DDC 
en comparación con los animales WT (Figura 20).  
 
Figura 20. Reducción de CNPs en animales Irs2-/-  tras 14 días de daño hepático. 
(Izquierda) Imagen de inmunofluorescencia representativa de la población HNF4α negativa 
alrededor de venas portales (línea punteada blanca, VP) tras 14 días de dieta DDC. 
Acumulación de CNPs en zonas periportales, rodeados por línea amarilla. Barra de escala 
50 µm. (Derecha) Cuantificación del número de núcleos HNF4α negativos por mm2 en 
animales WT e Irs2-/-  durante 0, 14 y 21 días de dieta DDC. n = 4–6, con un total de 7,2 x 
105 núcleos HNF4α- analizados. Los datos representan el valor medio + SEM. *p < 0,05, 
**p < 0,01, y ***p< 0,001. Medias comparadas mediante un análisis two-way ANOVA 
aplicando un test de Bonferroni para comparaciones múltiples. Irs2, substrato receptor de 
insulina 2; DDC, 3.5-dietoxicarbinol-1.4-dihidrocolina; WT, fenotipo salvaje; Irs2-/-, ratón 
deficiente del gen Irs2; HNF4α, factor nuclear 4 α de hepatocito; VP; vena porta. 
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Con el fin de comprobar si el fallo en la inducción no parenquimal 
era debido a diferencias en la proliferación de esta población, se realizó un 
estudio mediante análisis de imagen del número de células HNF4α negativas 
y Ki67 positivas. Los resultados no mostraron cambios entre ambos grupos 
de animales. Aunque tras 14 días de dieta se produjo una inducción de CNPs 
en ambos gurpos de animales, no se observó un aumento significativo de 
Ki67 en CNPs en este periodo. Sin embargo, si que se observó un aumento 
tras 21 días de dieta DDC, tanto en los controles como en los animales      
Irs2-/- (Figura 21). A pesar del aumento proliferativo de CNPs tras 21 días de 
tratamiento, no se observaron variaciones significativas en su número. Dada 
la heterogeneidad en la composición celular de CNPs, incluyendo CPHs, 
CEHs, FPs, etc, es posible que estos cambios se deban a diferencias en el 
comportamiento de cada una de estas poblaciones en particular. 
 
Figura 21. La falta de Irs2 no afecta a la proliferación de CNPs que aumenta tras 
periodos largos de daño hepático. (Izquierda) Imágenes de inmunofluorescencia 
representativas de la población HNF4α negativa/Ki67 positiva alrededor de venas portales 
donde estas células se acumulan (línea punteada blanca, VP) en criocortes de hígados de 
ratones WT e Irs2-/- tras 21 días de dieta DDC. Barra de escala 50 µm. (Derecha) 
Cuantificación del porcentaje de núcleos HNF4α-/Ki67+ por mm2 en animales WT e Irs2-/-  
durante 0, 14 y 21 días de dieta DDC (n = 4–6). Los datos representan el valor medio + 
SEM. *p < 0,05 y **p < 0,01. Medias comparadas mediante un análisis two-way ANOVA 
aplicando un test de Bonferroni para comparaciones múltiples. Irs2, substrato receptor de 
insulina 2; DDC, 3.5-dietoxicarbinol-1.4-dihidrocolina; WT, fenotipo salvaje; Irs2-/-, ratón 
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4.1.1.6 La deficiencia en Irs2 reduce la expansión y proliferación 
de células progenitoras hepáticas 
Con el propósito de testar si la falta de Irs2 altera la composición de 
CNPs durante el daño crónico hepático, se analizó la población de CPHs, 
cuya inducción ha sido demostrada ser necesaria para la supervivencia de 
ratones durante la administración de la dieta DDC [130]. El daño generado 
por esta dieta induce una respuesta ductular, también descrita en patologías 
de daño crónico como la colestasis, hepatitis alcohólica, EHNA, HBV y HCV 
[123, 228–231]. La reacción ductular que se produce durante la 
administración de la dieta DDC consiste en la expansión de estructuras 
ductulares positivas para el marcador CK19, que contienen colangiocitos 
encargados de eliminar el flujo biliar, y CPHs que pueden dan lugar tanto a 
hepatocitos como a colangiocitos [121].  
El análisis por inmunofluorescencia después de 14 días de 
tratamiento DDC, mostró que la falta de Irs2 no impedía la expansión de 
células CK19 positivas, que originan los ductos periportales donde las CPHs 
se expanden. Sin embargo, el estudio de marcadores de CPHs como MIC1-
1C3, SOX9, EPCAM y SPP1 mostró una reducción en los animales Irs2-/-, 
coincidente con la reducción de CNPs observada tras este mismo periodo de 
tratamiento (Figura 22, A). De forma complementaria, también fueron 
analizados los niveles de expresión de ARNm de Epcam y Spp1, 
observándose una reducción en la inducción de ambos marcadores tras 14 
días de dieta DDC (Figura 22, B).  
En el análisis proliferativo de CNPs anteriormente descrito, no se 
observaron diferencias entre animales WT e Irs2-/-, sin embargo, al tratarse 
de una población heterogénea, cabe la posibilidad de que haya diferencias 
proliferativas entre los distintos tipos celulares no parenquimales (CEHs, 
CPHs, colangiocitos, FPs…). Con el fin de comprobar si la falta de Irs2 
pudiera dar lugar a cambios en la capacidad proliferativa de CPHs, se analizó 
el porcentaje de células SPP1 Ki67 doble positivas tras 14 días de dieta DDC 
(Figura 23, A).  




Figura 22. Los animales Irs2-/- reducen el número de CPHs alrededor de venas 
portales. (A) Imágenes de inmunofluorescencia representativas de la población KRT19, 
MIC1-1C3, SOX9, EPCAM y SPP1 alrededor de venas portales, donde estas células se 
acumulan (línea punteada blanca, VP) en criocortes de hígados de ratones WT e Irs2-/- tras 
14 días de dieta DDC (n=4). Barra de escala 50 µm. (B) Cuantificación de la expresión de 
ARNm de Epcam y Spp1 representado como unidades relativas (UR) utilizando Gapdh 
como gen de referencia en muestras de hígados de animales WT e Irs2-/-  durante 0, 14 y 
21 días de dieta DDC (n=6-8). Los datos representan el valor medio + SEM. *p < 0,05, **p < 
0,01, y ***p< 0,001. Medias comparadas mediante un análisis two-way ANOVA aplicando 
un test de Bonferrini para comparaciones múltiples. Irs2, substrato receptor de insulina 2; 
DDC, 3.5-dietoxicarbinol-1.4-dihidrocolina; WT, fenotipo salvaje; Irs2-/-, ratón deficiente del 
gen Irs2; VP; vena porta; UR, unidades relativas; CK19, citoqueratina 19; MIC-1C3, 
citoquina inhibidora de macrófagos 1-1c3; EPCAM, molécula de adhesión celular epitelial, 
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Figura 23. La falta de Irs2 reduce la capacidad proliferativa y altera la distribución de 
Spp1. (A) Imágenes de inmunofluorescencia representativas de la población SPP1/Ki67 
doble positiva (indicadas con flechas) alrededor de venas portales (línea punteada blanca, 
VP) en criocortes de hígados de ratones WT e Irs2-/-  tras 14 días de dieta DDC. Barra de 
escala 10 µm. (B) Cuantificación del porcentaje de núcleos SPP1+ Ki67+ doble positivos 
sobre el total de células SPP1 positivas en animales WT e Irs2-/-  después de 14 días de 
dieta DDC (n = 6, total de 6,47 x 106 células SPP1 positivas analizadas). (C) Cuantificación 
del índice granular de células SPP1 positivas, como número de gránulos medio por célula 
(n = 6, total de 2,7 x 104 células SPP1 positivas analizadas). Los datos representan el valor 
medio + SEM. *p < 0,05 y ***p< 0,001. Para comparar medias se utilizó un análisis t-test no 
pareado. Irs2, substrato receptor de insulina 2; WT, fenotipo salvaje; Irs2-/-, ratón deficiente 
del gen Irs2; VP; vena porta; SPP1, osteopontina 1; d14, día 14. 
Los resultados mostraron que el porcentaje de células Spp1 en 
proliferación sobre el total de esta población se encontraba reducido en un 
33% en los animales Irs2-/- (Figura 23, B). Además, se apreció cómo las 
células productoras de SPP1, dispuestas principalmente en forma de ductos 
alrededor de venas las portales, mostraban diferencias en el patrón de tinción 
entre ambos grupos de animales. SPP1 puede localizarse tanto de forma 
intracelular como extracelular, al tratase de un factor soluble de secreción 
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cúmulos, mientras que en los Irs2-/- se encontraba localizado de forma difusa 
predominantemente alrededor del citoplasma. Es por ello que mediante 
análisis de imagen con IN cell analyzer se determinó el índice de 
granularidad de SPP1, resultando disminuida un 61% en los animales Irs2-/-  
(Figura 23, C), pudiendo así indicar cambios en la secreción de este factor. 
Con el fin de estudiar más en profundidad si IRS2 pudiera tener un 
papel directo sobre la expresión de SPP1, se trabajó in vitro con la línea 
celular humana progenitora HepaRG. Para ello se utilizaron líneas de 
sobreexpresión (mIRS2) y silenciamiento de IRS2 (sh-IRS2), obtenidas por 
medio de infección lentiviral. Estas líneas celulares fueron cultivadas bajo 
condiciones estándar, en las que el medio de cultivo contenía aporte de 
insulina (0,88 µM). Además, con el objetivo de testar si el aporte insulínico 
pudiera inducir cambios en SPP1, también se cultivaron eliminando este 
suplemento del medio. El análisis de SPP1 mostró que IRS2 era capaz de 
inducir y reprimir la expresión proteica de SPP1, independientemente del 
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Figura 24. La expresión de SPP1 está vinculada a la expresión de IRS2 en células 
humanas progenitoras. Imágenes representativas del análisis proteico de IRS2, SPP1 y 
β-actina por western blot en células HepaRG cultivadas como progenitoras en condiciones 
control (control y scramb), de sobreexpresión (mIRS2) y de silenciamiento (sh-IRS2) de 
IRS2, con y sin aporte de insulina durante su cultivo (0,88 µM). Cuantificación de la 
expresión de SPP1 representado como unidades relativas (UR) en tres experimentos 
independientes. Los datos representan el valor medio + SEM. *p < 0,05. Medias 
comparadas mediante un análisis two-way ANOVA aplicando un test de Holm Sidak para 
comparaciones múltiples.Irs2, substrato receptor de insulina 2; mIRS2, sobreexpresión de 
IRS2; Scramb, scrambled control; sh-IRS2, silenciamiento de IRS2; SPP1, osteopontina 1; 
Ins, insulina; UR, unidades relativas. 
4.1.1.7 La inducción de Fgf7 durante el daño hepático con DDC 
es dependiente de Irs2 
La presencia de CPHs durante el daño hepático se asocia a la 
expansión de células fibróticas e inflamatorias que interaccionan entre sí 
mediante señalización por factores de crecimiento y citoquinas formando 
parte del nicho progenitor. FGF7 forma parte de este microambiente, siendo 
necesaria su inducción para la expansión de CPHs y para la supervivencia 
de los ratones bajo tratamiento con dieta DDC [130]. Con el fin de comprobar 
si la reducida expansión de CPHs observada en el modelo Irs2-/- pudiera 
estar asociada a cambios en el nicho progenitor, se analizó la expresión de 
FGF7 durante el daño crónico con DDC.  
Mediante inmunofluorescencia de cortes procedentes de hígados 
tratados con DDC, se observó que FGF7 tenía una disposición 
predominantemente periportal, localizándose en estrecho contacto con 
CPHs marcadas con SPP1 y EPCAM, formando parte de estructuras 
ductulares (Figura 25, A). El tratamiento con dieta DDC entre 14 y 21 días, 
mostró un aumento de FGF7 en los animales control tanto a nivel de proteico 
detectado por inmunofluorescencia como de ARNm, no observable en los 
animales Irs2-/- (Figura 25, B y Figura 26 A B). Además, cabe destacar la 
apreciación de una falta de arquitectura ductular en los animales Irs2-/-, 
donde las CPHs se encuentran rodeadas por células estromales (Figura 25, 
A), pudiendo indicar fallos en el nicho progenitor. 
 




Figura 25. Los animales Irs2-/-  reducen la expresión de FGF7 alrededor de CPHs. (A) 
Imágenes representativas del análisis por inmunofluorescencia de FGF7, SPP1 y EPCAM 
alrededor de venas portales donde estas células se acumulan (línea punteada blanca, VP) 
en criosecciones de hígados WT e Irs2-/- tratados con dieta DDC durante 14 días (n=4). 
Barra de escala 25 µm. Ampliación de zonas ductulares (recuadro punteado amarillo) con 
barra de escala de 10 µm. (B) Imágenes representativas del análisis por 
inmunofluorescencia de FGF7 y EPCAM alrededor de venas portales (línea punteada 
blanca, VP) en criosecciones de hígados WT e Irs2-/- tratados con dieta DDC durante 14 y 
21 días (n=4). Barra de escala 50 µm. Irs2, substrato receptor de insulina 2; WT, fenotipo 
salvaje; Irs2-/-, ratón deficiente del gen Irs2; VP; vena porta; FGF7, factor de crecimiento 
fibroblástico 7; SPP1, osteopontina 1; EPCAM, molécula de adhesión celular epitelial; d14, 
día 14; d21, día 21. 
Con el objetivo de comprobar si la falta de Irs2 altera la expresión 
de Fgf7, se estudió la expresión de su receptor, Fgfr2-IIIb. Este se localiza 
únicamente en células de carácter epitelial, en concreto se ha demostrado 
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ha demostrado un aumento en su expresión durante el tratamiento con DDC 
[233]. 
 
Figura 26. La expresión Fgf7 y su receptor Fgfr2-IIIb se reduce en los ductos de los 
animales Irs2-/-. (A) Imágenes representativas de la expresión de FGF7 y FGFR2 alrededor 
de ductos (línea blanca punteada) donde se diponen las CPHs rodeadas de células 
estromales (línea amarilla punteada) (n=4) tras 14 y 21 días de dieta DDC en criosecciones 
de hígados de animales WT e Irs2-/-. Barra de escala 10 µm. (B) Cuantificación de la 
expresión de ARNm de Fgf7 y Fgfr2-IIIb representado como unidades relativas (UR) 
utilizando Gapdh como gen de referencia en muestras de hígados de animales WT e Irs2-
/- durante 0, 14 y 21 días de dieta DDC (n=6-8) representado como el valor medio + SEM. 
*p < 0,05, **p < 0,01 y ****p< 0,0001. Medias comparadas mediante un análisis two-way 
ANOVA aplicando un test de Bonferroni para comparaciones múltiples. Irs2, substrato 
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receptor de insulina 2; WT, fenotipo salvaje; Irs2-/-, ratón deficiente del gen Irs2; FGF7, 
factor de crecimiento fibroblástico 7; FGFR2, receptor 2 de factor de crecimiento 
fibroblástico UR, unidades relativas; DDC, 3.5-dietoxicarbinol-1.4-dihidrocolina; d14, día 14; 
d21, día 21. 
Mediante la realización de tinciones conjuntas de FGF7 y FGFR2 
durante el daño hepático producido por la dieta DDC, se pudo observar in 
situ cómo las células residentes en los ductos que expresan FGFR2 se 
encuentran en contacto directo con células FGF7 positivas. Junto con la 
inducción de FGF7 durante el tratamiento DDC, se produjo un aumento en 
la expresión proteica de FGFR2 y de ARNm de Fgfr2-IIIb en los animales 
WT, consistente con los datos bibliográficos descritos. Sin embargo, en los 
animales Irs2-/- se observó una falta de inducción de Fgf7 así como una 
reducción en los niveles de expresión proteica de FGFR2 y de ARNm de 
Fgfr2-IIIb, resultando en una disminución significativa de expresión tras 21 
días de dieta DDC (Figura 26, A y B). Estos resultados indican que la falta 
de Irs2 genera en un fallo en la comunicación estromal de Fgf7 y epitelial de 
su receptor Fgfr2-IIIb. 
4.1.1.8 La expresión de GFAP en el hígado se reduce en el 
modelo Irs2-/- durante el tratamiento DDC 
Irs2 resultó necesario para la inducción de Fgf7 durante el daño 
crónico hepático inducido con la dieta DDC. Es por ello que se decidió 
estudiar el papel de Irs2 sobre CEHs y FPs, que expresan FGF7 y que 
forman parte del progenitor [101, 209]. En primer lugar, se estudiaron las 
CEHs por medio de ensayos de inmunofluorescencia, utilizando como 
marcador la proteína GFAP. Las células GFAP positivas se observaron 
situadas dispersas por la zona parenquimal, coincidiendo con la descripción 
de su localización en el espacio de Disse [234]. También se observaron 
dispuestas en la zona periportal, y en concreto, formando parte de las 
estructuras ductulares que contenían células de origen progenitor SPP1 
positivas (Figura 27).  




Figura 27. Pérdida parenquimal y periportal de células GFAP positivas durante el 
daño hepático en los animales Irs2-/-. Imágenes representativas de inmunofluorescencia 
de GFAP, α-SMA y SPP1 alrededor de venas portales (línea punteada blanca, VP) en 
criosecciones de hígados WT e Irs2-/-  tratados con dieta DDC durante 14 y 21 días. Barra 
de escala 50 µm. Ampliaciones de ductos (línea punteada amarilla) donde se disponen las 
células SPP1 positivas y GFAP. Barra de escala 10 µm. Cuantificación del área de tinción 
de GFAP (n= 3 y 4) en unidades relativas (UR) durante los distintos tiempos del tratamiento 
con DDC (0, 7, 14 y 21 días). Los datos representan el valor medio + SEM. *p < 0,05 y **p < 
0,01. Para comparar medias se utilizó un análisis t-test no pareado. Irs2, substrato receptor 
de insulina 2; WT, fenotipo salvaje; Irs2-/-, ratón deficiente del gen Irs2; VP; vena porta; α-
SMA, α-actina del músculo liso; GFAP, proteína ácida fibrilar glial; SPP1, osteopontina 1; 
DDC, 3.5-dietoxicarbinol-1.4-dihidrocolina; d0, día 0 control; d7, d14, d21, día 7, 14 y 21 
respectivamente; UR, unidades relativas. 
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La falta de Irs2 llevó a la pérdida de este marcador desde etapas 
tempranas del daño hépatico (día 7), siendo significativa la diferencia entre 
ambos grupos de animales tras 14 y 21 días de dieta DDC (Figura 27), 
indicativo de una reducción en la población de CEHs. Además, el daño 
hepático promueve la activación de CEHs hacia miofibroblastos, que 
comienzan a expresar el marcador α-SMA y que también generan matriz 
extracelular mediante la expresión de colágenos, promoviendo así la 
cicatrización [96]. A pesar de la reducción de marcadores de CEHs como 
GFAP y FGF7 en los animales Irs2-/-, en estas mismas tinciones no se 
observó una menor expresión del también marcado de CEHs activadas, α-
SMA. 
4.1.1.9 Los animales Irs2-/- poseen un microambiente fibrótico 
diferencial durante el daño crónico con DDC 
Continuando con el estudio de células fibróticas localizadas en el 
nicho de CPHs, se procedió al análisis de proteínas implicadas en la 
activación tanto de CEHs como de FPs. Para ello se realizó un estudio de 
inmunofluorescencia tras 21 días de dieta DDC. La cuantificación de la 
expresión de proteínas como vimentina o α-SMA, características de 
miofibroblastos provenientes de CEHs y de FPs, no mostró alteraciones 
significativas entre ambos grupos de animales. Sin embargo, la expresión de 
marcadores más propios de FPs, como elastina y THY1 [101], se 
encontraban aumentados en los animales Irs2-/- , indicando por tanto una 
mayor inducción de FPs durante el daño crónico ante la falta de Irs2 (Figura 
28). 




Figura 28. Marcadores de células mesenquimales se mantienen en niveles 
equivalentes mientras que los de células mesenquimales no estrelladas aumentan 
en los animales Irs2-/- . Imágenes representativas de inmunofluorescencia de α-SMA, 
vimentina, THY1 y elastina alrededor de venas portales (línea punteada blanca, VP) en 
criosecciones de hígados WT e Irs2-/-  tratados con dieta DDC durante 21 días. Barra de 
escala 50 µm. Cuantificación del área de tinción de cada marcador en unidades relativas 
(UR) (n= 3 y 4). Los datos representan el valor medio + SEM. *p < 0,05. Para comparar 
medias se utilizó un análisis t-test no pareado. Irs2, substrato receptor de insulina 2; WT, 
fenotipo salvaje; Irs2-/-, ratón deficiente del gen Irs2; VP; vena porta; α-SMA, α-actina del 
músculo liso; THY1, antígeno celular del timo 1; d21, día 21; UR, unidades relativas. 
La observación en mayor detalle de células THY1 positivas in situ 
tras 14 días de dieta DDC, mostró una localización diferencial entre los 
controles y los animales Irs2-/-. Ante la falta de Irs2, las células THY1 positivas 
tendían a distribuirse alrededor de los ductos, en estrecho contacto con 
células Epcam y Spp1 positivas. Mientras que en los controles, estas tendían 
a localizarse más hacia la periferia, adquiriendo también un fenotipo más 

























































Figura 29. Diferencias en la disposición de células THY1 positivas entre hígados WT 
e Irs2-/-  tratados durante 14 días con dieta DDC. Imágenes representativas del análisis 
por inmunofluorescencia de THY1, Spp1 y Epcam alrededor de venas portales (línea 
punteada blanca, VP) en criosecciones de hígados WT e Irs2-/-  tratados con dieta DDC 
durante 14 días (n=4). Barra de escala 50 µm. Ampliación de zonas ductulares (recuadro 
punteado amarillo) con barra de escala de 15 µm. Flechas indicativas de células THY1 
positivas. Irs2, substrato receptor de insulina 2; WT, fenotipo salvaje; Irs2-/-, ratón deficiente 
del gen Irs2; VP; vena porta; THY1, antígeno celular del timo 1; EPCAM, molécula de 
adhesión celular epitelial; SPP1, osteopontina 1; d14, día 14. 
Los cambios morfológicos en las células THY1 positivas en el 
modelo Irs2-/-  durante el tratamiento DDC condujeron al estudio más en 
profundidad de esta población celular. En concreto, las células THY1 
positivas pueden provenir tanto de FPs residentes en el hígado, como de 
fibrocitos, células de origen hematopoyético cuya migración hacia el hígado 
ha sido descrita en casos de daño hepático como la colestasis. Los fibrocitos, 
además de expresar el marcador hematopoyético CD45, también participan 
en la fibrosis hepática mediante la expresión de colágeno [235]. Para 
comprobar si los cambios morfológicos observados en la población THY1 del 
animal Irs2-/-  pudieran deberse a diferencias en el origen de esta población, 
se realizaron tinciones conjuntas de THY1 y CD45 en hígados tratados con 
























Figura 30. Aumento de células estromales derivadas de la médula ósea en los 
animales Irs2-/-. (A) Imágenes representativas del análisis por inmunofluorescencia de 
THY1 y CD45 alrededor de venas portales (línea punteada blanca, VP) en criosecciones 
de hígados WT e Irs2-/-  tratados con dieta DDC durante 21 días (n=4). Barra de escala 25 
µm. Ampliación de zonas de acumulación de células CD45 positivas (recuadro punteado 
amarillo) con barra de escala de 10 µm. (B) Imágenes representativas del análisis por 
inmunohistoquímica de CD3 alrededor de venas portales (línea punteada negra, VP) en 
secciones de parafina de hígados WT e Irs2-/-  tratados con dieta DDC durante 21 días. 
Barra de escala 50 µm. Cuantificación del número de células CD3 positivas por unidad de 
área (n=6). Los datos representan el valor medio + SEM, **p < 0,01. Para comparar medias 
se utilizó un análisis t-test no pareado. Irs2, substrato receptor de insulina 2; WT, fenotipo 
salvaje; Irs2-/-, ratón deficiente del gen Irs2; VP; vena porta; THY1, antígeno celular del timo 
1; CD45, grupo de diferenciación 45; CD3, grupo de diferenciación 45; d21, día 21. 
Los resultados mostraron una mayor tendencia de colocalización en 
los animales Irs2-/- (Figura 30, A). Además, también se analizó el marcador 
linfocítico CD3, cuya expresión ha sido descrita en células doble positivas 
THY1 CD45 durante el daño hepático [101]. El número de células CD3 
positivas se encontraba aumentado un 61% en los animales Irs2-/- 
comparado con los WT tras 21 días de dieta DDC (Figura 30, B). Por tanto, 
estos resultados muestran que ante la falta de Irs2, se producía un aumento 
de células hematopoyéticas en el estroma fibrótico alrededor de las CPHs, 
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4.1.2 Estudio del papel de IRS2 en hCEHs. 
Tras comprobar que el daño hepático genera una respuesta 
aberrante en la población estromal de los animales Irs2-/- , se procedió a 
estudiar in vitro cómo afecta la falta de IRS2 a hCEHs.  
4.1.2.1 La expresión de IRS2 no altera la proliferación, migración 
ni estado de activación de células estrelladas activadas 
Durante el daño hepático las CEHq migran al lugar del daño y pasan 
a un estado activado, entrando en ciclo celular e induciendo así su 
proliferación, expresando también genes profibróticos, citoquinas y factores 
de crecimiento. De esta forma participan en la fibrogénesis provisional del 
tejido y en la reepitelización del hígado, siendo también responsables de la 
fibrosis hepática debido a una perpetuación de su activación [98]. Dado el 
fallo en la producción de FGF7 y la reducción de células GFAP positivas en 
el modelo Irs2-/- , surge la cuestión de si la falta de IRS2 tiene un papel directo 
en la población de CEHs y cuáles serían los mecanismos en los que estaría 
implicado. Se realizó un silenciamiento de IRS2 mediante infección lentiviral 
con un sh-RNA complementario en la línea de CEHs de origen humano LX-
2. Los resultados mostraron una reducción proteica del 90% en la 
denominada línea sh-IRS2 frente a la línea control de infección sh-luciferasa 
(sh-luc) (Figura 31, A).  
Ha sido descrito que el cultivo in vitro de CEHs sobre una superficie 
de plástico induce una activación espontánea de las mismas, aumentando la 
síntesis de proteínas fibróticas [236]. Con el objetivo de analizar si la falta de 
IRS2 inducía diferencias fenotípicas durante el estado de activación de 
CEHs, se realizó un ensayo de MTT con el que se estudió la viabilidad celular 
de células LX-2 bajo el silenciamiento de IRS2. Los resultados no mostraron 
cambios significativos (Figura 31, B).  




Figura 31. El silenciamiento de IRS2 no produce cambios en la viabilidad de células 
estrelladas humanas. (A) Imágenes representativas del análisis proteico de IRS2 y β-
Actina por western blot en células LX2 sh-luc y sh-IRS2. Cuantificación de la expresión de 
IRS2 representado como unidades relativas (UR) en tres experimentos independientes. (B) 
Imágenes en contraste de fases de células LX2 sh-luc y sh-IRS2, con barra de escala de 
100 µm. Cuantificación de la viabilidad celular por medio del ensayo MTT. Se realizaron 3 
experimentos independientes con triplicados. Los datos representan el valor medio + SEM. 
*p < 0,05. Para comparar medias se utilizó un análisis t-test pareado. IRS2, substrato 
receptor de insulina 2; sh-luc, ARN de horquilla corta luciferasa; sh-IRS2, ARN de horquilla 
corta IRS2; UR, unidades relativas. 
Con la finalidad de analizar posibles cambios en las capacidades 
migratorias bajo el silenciamiento de IRS2, se llevó a cabo un ensayo de 
herida. Los resultados no mostraron diferencias significativas en la tasa 
migratoria tras 24 horas desde la realización de la “herida” en condiciones de 







































































Figura 32. La capacidad de migración de células estrelladas no se ve afectada por el 
silenciamiento de IRS2. Imágenes representativas del ensayo de herida en contraste de 
fases de células LX2 sh-luc y sh-IRS2, a tiempo cero y tras 24 horas de realizar la herida. 
Barra de escala de 200 µm. Cuantificación del índice de migración como el porcentaje del 
área de herida cerrada tras 24 horas. Los datos representan el valor medio + SEM. Para 
comparar medias se utilizó un análisis t-test pareado. IRS2, substrato receptor de insulina 
2; sh-luc, ARN de horquilla corta luciferasa; sh-IRS2, ARN de horquilla corta IRS2; h, horas. 
Dado que la expresión proteica de α-SMA indica un estado activado 
de las células LX-2 [237], se procedió a analizar si el silenciamiento de IRS2 
repercutía en cambios en este marcador. El análisis proteico tanto por 
western blot (Figura 33, A) como por inmunofluorescencia (Figura 33, B) no 
mostró variaciones significativas bajo estas condiciones de cultivo, aunque 
sí una ligera tendencia de aumento de expresión de α-SMA. De igual manera 
se analizó la expresión del marcador de células estrelladas GFAP, en el que 
tampoco se observaron cambios significativos (Figura 33, A). Por tanto, la 
falta de expresión de IRS2 en cultivos de células LX-2 en su estado activado, 
no afectó a su capacidad proliferativa, migratoria, ni a la expresión del 
































Figura 33. La expresión de α-SMA como marcador de miofibroblastos no se altera 
ante la falta de IRS2 en células estrelladas humanas. (A) Imágenes representativas del 
análisis proteico de IRS2, α-SMA, GFAP y β-Actina por western blot en células LX2 sh-luc 
y sh-IRS2. Cuantificación de la expresión de α-SMA (n=3) y GFAP (n=4) representado 
como unidades relativas (UR). (B) Imágenes de inmunofluorescencia representativas del 
nivel de α-SMA expresado en estos cultivos. Barra de escala de 50 µm. Los datos 
representan el valor medio + SEM. *p < 0,05. Para comparar medias se utilizó un análisis 
t-test pareado. IRS2, substrato receptor de insulina 2; sh-luc, ARN de horquilla corta 
luciferasa; sh-IRS2, ARN de horquilla corta IRS2; UR, unidades relativas; α-SMA, α-actina 
del músculo liso; GFAP, proteína ácida fibrilar glial. 
4.1.2.2 La inactivación mitótica de líneas de CEHs humanas 
induce la expresión de FGF7 
La fibrosis hepática es un proceso reversible en el que los 
miofibroblastos entran en apoptosis, senescencia o también pueden dejar de 
expresar genes profibróticos, dando lugar a una transición a un estado 
inactivado similar al quiescente [98]. Dada la importancia de este proceso en 
la reparación del daño hepático, se estudió si IRS2 pudiera ejercer un papel 
durante esta transición. Con el fin de modelar la inactivación de CEHs in vitro, 
células LX-2 fueron tratadas con el compuesto citostático mitomicina C 
(MitoC) y cultivadas sobre gelatina, ya que su uso ha sido indicado para 
completar un estado de reversión en CEHs [238]. Como resultado, los 
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morfológicos, adquiriendo un aspecto estrellado (Figura 34, A). El 
tratamiento con MitoC también provocó una reducción en la expresión del 
marcador de miofibroblastos α-SMA, característico del estado de activación 
miofibroblástico [237] (Figura 34, A y B). Además, dado que las CEHs son 
productoras de FGF7 y tras observar una reducción de este marcador en el 
animal Irs2-/- durante el daño hepático, se procedió a su análisis. Los 
resultados mostraron una inducción proteica tanto por inmunofluorescencia 
como por western blot tras el tratamiento con MitoC (Figura 34, A y B). 
Además, la inactivación mitótica mediante la exposición a MitoC junto con el 
cultivo sobre gelatina de una línea primaria de origen humano de CEHs 
(hCEH) también resultó en un aumento proteico de FGF7 (Figura 34, C). 
 
Figura 34. El uso de MitoC inactiva mitóticamente células estrelladas humanas e 
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condiciones control activadas, y bajo el tratamiento de MitoC para la inducción de la 
inactivación celular. Imágenes de inmunofluorescencia representativas del nivel de α-SMA 
y FGF7 expresado bajo ambas condiciones. Barra de escala de 50 µm. (B y C) Imágenes 
representativas del análisis proteico de α-SMA, FGF7 y β-Actina por western blot en células 
LX2 (B) y hCEH (C) bajo condiciones de activación (cont) e inactivación (MitoC). α-SMA, α-
actina del músculo liso; FGF7, factor de crecimiento fibroblástico 7; MitoC, mitomicina C; 
Cont, control; hCEH, células estrelladas hepáticas primarias humanas. 
4.1.2.3 IRS2 promueve la supervivencia de células estrelladas 
inactivadas productoras de FGF7 
Dada la importancia de la apoptosis de CEHs activadas durante la 
resolución fibrogénica [98], se testó si IRS2 pudiera ejercer un papel en este 
proceso. Para ello se evaluó la supervivencia de células LX2 a largo plazo (5 
días) tras el tratamiento con MitoC.  
 
Figura 35. El silenciamiento de IRS2 aumenta la muerte celular de células estrelladas 
humanas inactivadas. (A) Imágenes en contraste de fases de células LX2 sh-luc y sh-IRS  
inactivadas con MitoC, con barra de escala de 200 µm. Cuantificación de la viabilidad 
celular por medio del ensayo MTT. Se realizaron 3 experimentos independientes con 
triplicados. (B) Imagen representativa del nivel proteico de IRS2, P53, CASPASA-3 activa 
y β-Actina expresado por células LX2 sh-luc y sh-IRS2 tras ser inactivadas con MitoC. 
Cuantificación de la expresión de P53 y CASPASA-3 activa representado como unidades 
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Para comparar medias se utilizó un análisis t-test pareado. IRS2, substrato receptor de 
insulina 2; sh-luc, ARN de horquilla corta luciferasa; sh-IRS2, ARN de horquilla corta IRS2; 
MitoC, mitomicina C; UR, unidades relativas. 
Los resultados mostraron que el silenciamiento de IRS2 reducía en 
un 47% la capacidad de supervivencia de CEHs tras el tratamiento con MitoC 
y su cultivo sobre gelatina (Figura 35, A). El análisis complementario de los 
marcadores P53 y Caspasa-3 activa mostraron un aumento en las células 
silenciadas tras la inactivación (Figura 35, B). De modo que la falta de 
expresión de IRS2 se tradujo en una mayor tasa de muerte celular por medio 
de la inducción de apoptosis de CEHs inactivadas, estado en el que la 
expresión de FGF7 se encontraba inducida.  
Complementariamente, la línea primaria hCEH fue tratada con NT-
157, inhibidor alostérico de las proteínas IRS1/2 que conlleva su degradación 
proteosómica [239]. El estudio proteico de P53 y Caspasa-3 activa mostraron 
una inducción de la muerte celular tras el tratamiento de NT-157 durante 72 
horas (Figura 36), indicativo de un papel protector de la apoptosis de las 
proteínas IRS1/2 en la línea primaria hCEH. 
 
Figura 36. La inhibición de las proteínas IRSs en la línea primaria de hCEHs induce 
la muerte celular. Imágenes en contraste de fases de células hCEH en condiciones control 
(DMSO) y tratadas con NT-157 5µM durante 72 horas junto con análisis proteico mediante 
western blot de IRS2, P53, CASPASA-3 activa, GFAP y β-Actina (representativo de n=4). 
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4.1.2.4 La falta de IRS2 disminuye la capacidad de reducción de 
α-SMA durante la inactivación de LX-2 
Tras observar que IRS2 promovía la supervivencia de CEHs 
inactivadas, se estudió si su silenciamiento pudiera alterar la expresión del 
marcador fibrogénico α-SMA tras su inactivación con MitoC. Los resultados 
mostraron una reducción de α-SMA tanto en las células control como en las 
silenciadas. Sin embargo, el silenciamiento de IRS2 mostró una menor 
capacidad de reducción proteica del marcador α-SMA, a juzgar por su mayor 
expresión tras la inactivación mitótica (Figura 37). Estos resultados podrían 
ser indicativos de una reducción en la capacidad de inactivación, o también 
podrían indicar una supervivencia selectiva de células con carácter más 
fibrogénico. 
 
Figura 37. La falta de IRS2 reduce la capacidad de disminuir la expresión de α-SMA 
ante la inactivación de células estrelladas humanas. Imagen representativa del nivel 
proteico de α-SMA y β-ACTINA expresado por células LX2 sh-luc y sh-IRS2 en condiciones 
de activación e inactivación tras el tratamiento con MitoC. Cuantificación de la expresión de 
α-SMA representado como unidades relativas (UR) (n= 4-5). Los datos representan el valor 
medio + SEM. *p < 0,05, **p < 0,01, y ***p< 0,001. Medias comparadas mediante análisis 
two-way ANOVA aplicando un test de Bonferrini para comparaciones múltiples. IRS2, 
substrato receptor de insulina 2; sh-luc, ARN de horquilla corta luciferasa; sh-IRS2, ARN 
de horquilla corta IRS2; MitoC, mitomicina C; UR, unidades relativas; α-SMA, α-actina del 
músculo liso. 
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4.2 Bloque 2: El papel de IRS2 durante el avance 
tumoral hepático 
La expresión de IRS2 ha sido vinculada con lesiones preneoplásicas 
intrahepáticas [180]. Además, se le atribuye un papel protumoral a través de 
la acción de YAP [240], cuya expresión también ha sido relacionada con la 
desdiferenciación de hepatocitos hacia células progenitoras [241]. Por otra 
parte, durante el estudio del papel de IRS2 en la respuesta al daño crónico 
hepático, se ha observado cómo su expresión es necesaria tanto para la 
reepitelización hepática como para la diferenciación hacia un estado epitelial, 
similar al de los hepatocitos, de la línea progenitora de hepatoma HepaRG 
[242]. Dadas las semejanzas entre los procesos de reparación del daño y el 
cáncer [138], el carácter poco diferenciado de los HBs y algunos HCCs 
similar a células progenitoras [157], y la importancia de los procesos de 
epitelización en cáncer, se procedió a estudiar el papel de IRS2 en 
hepatocarcinogénesis. 
4.2.1 La expresión de IRS2 se reduce en estadios avanzados de HCC 
y en tumores menos diferenciados y con peor pronóstico 
En primer lugar y con el objetivo de estudiar si cambios en la 
expresión de IRS2 son relevantes en HCC, se estableció una colaboración 
con el grupo del Dr. Yujin Hoshida del UT Southwestern Medical Center 
(Texas, EEUU). El planteamiento de estas hipótesis llevó al análisis de 
variaciones en la expresión de IRS2 gracias al meta-análisis de bases de 
datos de origen público por este grupo. En concreto, se utilizó la base de 
datos “Gene Expression Omnibus” de la que, bajo el número de acceso 
“GSE54238” se obtuvieron datos de un total de 56 muestras de hígados 
sanos (n=10), con inflamación (n=10), cirróticos (n=10) y con HCC. En este 
último se distinguen dos grupos tumorales, uno de estadio temprano (n=13) 
y otro de estadio avanzado (n=13). Los datos muestran variaciones en la 
expresión de IRS2 durante la progresión del daño hepático y cáncer. Destaca 
la reducción significativa de IRS2 en aquellos tumores de carácter más 
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avanzado en comparación con HCCs tempranos, con muestras de hígados 
sanos y con hígados inflamados (Figura 38, A).  
 
Figura 38. Muestras humanas de HCC de carácter avanzado y con un perfil de menor 
diferenciación y supervivencia reducen los niveles de IRS2. Cuantificación de la 
expresión de ARNm de IRS2 representado como unidades relativas (UR) en (A) muestras 
humanas de hígados sanos (n=10), con inflamación crónica (n=10), cirróticos (n=10) o de 
HCC de carácter temprano (n=13) y avanzado (n=13), (B) y en muestras de HCC de 
diferentes subclases moleculares S1 (n=105), S2 (n=93) y S3 (n=176). En la representación 
se observa el valor de cada muestra como un punto junto con el valor medio ± SEM. *p < 
0,05, **p < 0,01 y ***p < 0,001. Para comparar medias se utilizó un análisis one-way ANOVA 
aplicando un test de Wilcoxon. IRS2, substrato receptor de insulina 2; UR, unidades 
relativas; HCC, hepatocarcinoma; n, número de muestras. 
Además, también se analizó el perfil de expresión de IRS2 en 
muestras de HCC clasificadas previamente en tres subgrupos según su perfil 
transcriptómico, S3-S1 [159]. Los datos de estas muestras provienen de un 
total de 8 cohortes de pacientes independientes recopiladas de forma 
internacional, obteniéndose datos de un total de 374 muestras recopiladas 
en el The Cancer Genome Atlas (TCGA). El análisis de expresión de IRS2 
en cada uno de los tres subgrupos reveló que los mayores niveles se 
observaban en el subgrupo S3, caracterizado por poseer un perfil tumoral 
diferenciado y de menor tamaño. Seguido de este, el perfil S2, caracterizado 
por poseer un mayor tamaño junto con inducción de MYC y de AKT. 
0
5 0 0
1 0 0 0
1 5 0 0
2 0 0 0




















2 0 0 0
4 0 0 0
6 0 0 0




















S3 S2 S1Subclase 
de HCC
A B The Cancer Genome Atlas (TCGA)
n=374
“Gene Expression Omnibus” “GSE54238”
n=56
Capítulo 4. Resultados 
 
106 
Finalmente, el perfil S1 fue el que menor expresión de IRS2 presentaba, 
siendo este grupo caracterizado por poseer un perfil de carácter progenitor 
con bajo grado de diferenciación, asociándose con un mayor índice de 
reaparición en los pacientes, así como con mayores capacidades invasivas 
[159] (Figura 38, B). Por lo que mediante el análisis de datos recogidos en 
bases de datos de distinto origen, la expresión de IRS2 muestra una 
disminución a medida que se produce un avance tumoral y una 
desdiferenciación.  
4.2.2 El silenciamiento de IRS2 no altera la capacidad proliferativa de 
la línea Huh6 
Con el objetivo de estudiar cómo afecta la reducción en la expresión 
de IRS2 en hepatocarcinogénesis se silenció IRS2 en diferentes líneas de 
HCC y HB de origen humano, analizando para ello cambios fenotípicos 
relevantes en tumorigénesis. En concreto, la línea de HB Huh6 proveniente 
de hepatoblastos (hepatocitos en proceso de diferenciación), ha sido descrita 
como capaz de formar tumores intrahepáticos por medio de la migración a 
través de la vena esplénica desde un tumor primario en el bazo [243]. Esta 
característica permite no sólo el estudio de sus capacidades migratorias e 
invasivas in vivo, sino también el análisis de su comportamiento en un 
microambiente intrahepático y por tanto más cercano a la realidad.  
Por medio de infección lentiviral de la línea Huh6 se generó una 
línea control sh-luciferasa (sh-luc) y otra que contenía un shRNA para IRS2 
(sh-IRS2). En primer lugar se evaluó el correcto silenciamiento de IRS2, 
observándose un descenso del 84% en la expresión proteica (Figura 39, A). 
Con el objetivo de analizar si este silenciamiento conllevaba cambios en la 
capacidad de proliferación, se midió la actividad metabólica celular relativa 
al número de células viables por medio del ensayo MTT, no resultando en 
cambios significativos al silenciar IRS2 (Figura 39, B). El estudio de la tasa 
de síntesis de ADN por medio de la incorporación de BrdU tampoco resultó 
en cambios significativos (Figura 39, C), indicando que el silenciamiento de 
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IRS2 en la línea Huh6 y bajo condiciones estándar de cultivo, no muestra 
cambios en la proliferación celular. 
 
Figura 39. El silenciamiento de IRS2 en Huh6 no altera la proliferación celular. (A) 
Imagen representativa del análisis proteico de IRS2 por western blot en células Huh6 en 
condiciones control (sh-luc) y bajo el silenciamiento de IRS2 (sh-IRS2). Cuantificación de 
expresión representada como unidades relativas (UR) en tres experimentos 
independientes. (B) Cuantificación de la viabilidad celular por medio del ensayo MTT con 
triplicados en tres experimentos independientes (C) (Izquierda) Imágenes confocales de 
inmunofluorescencia representativas de la tinción anti-BrdU en cultivos Huh6 control (sh-
luc) y bajo el silenciamiento de IRS2 (sh-IRS2). Barra de escala 50 µm. (Derecha) 
Cuantificación del porcentaje de núcleos BrdU positivos en cultivos Huh6 control (sh-luc) y 
bajo el silenciamiento de IRS2 (sh-IRS2) en 3 experimentos independientes con un total de 
2,7 x 104 células analizadas. Los datos representan el valor medio + SEM. *p < 0,05. Para 
comparar medias se utilizó un análisis t-test pareado. IRS2, substrato receptor de insulina 
2; sh-luc, ARN de horquilla corta luciferasa; sh-IRS2, ARN de horquilla corta IRS2; UR, 
unidades relativas. 
4.2.3 La formación de colonias aisladas de mayor tamaño incrementa 
al reducir los niveles de IRS2 
El ensayo de clonogénesis modela la capacidad de supervivencia y 
crecimiento de células aisladas. Con el objetivo de evaluar si la expresión de 
IRS2 afectaba a estas capacidades protumorigénicas, se llevó a cabo ensayo 
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colonias de diferentes tamaños predominando unas colonias pequeñas con 
un fenotipo compacto y mayores en las que los límites se mostraban 
dispersos y en las que células individuales carentes de contacto entre sí y 
con una alta expresión de vimentina se extendían hacia la periferia (Figura 
40, A). El silenciamiento de IRS2 no reflejó cambios significativos en el 
número total de colonias formadas, pero resultó en un enriquecimiento de 
colonias de mayor tamaño y carácter disperso, mientras que disminuía 
ligeramente el número de colonias de menor tamaño (Figura 40, B). 
 
Figura 40. La falta de IRS2 en Huh6 promueve la formación de colonias de mayor 
tamaño y mayor dispersión. (A) Imágenes representativas de inmunofluoresncenia de 
colonias  sh-IRS2 teñidas con vimentina y Hoechst (H) distribuidas en función de su 
tamaño. Barra de escala 200 µm. (B) Imágenes representativas del análisis de 
clonogenicidad de la línea Huh6 en condiciones control (sh-luc) y bajo el silenciamiento de 
IRS2 (sh-IRS2). Representación del número de colonias en función de su tamaño (n=3, con 
triplicados). **p < 0,01. Medias comparadas mediante un análisis two-way ANOVA 
aplicando un test de Sidak para comparaciones múltiples. IRS2, substrato receptor de 
insulina 2; sh-luc, ARN de horquilla corta luciferasa; sh-IRS2, ARN de horquilla corta IRS2; 
H, Hoechst. 
 















































 Capítulo 4. Resultados 
 
109  
Con el objetivo de analizar si diferencias en la expresión de IRS2 
endógeno pudiera generar cambios similares, se llevó a cabo este mismo 
ensayo con la línea reportera celular clonal Huh6 pIRS2-GFP, que expresa 
GFP bajo el control del promotor de IRS2 (Figura 41, A). Esta construcción 
genética ha sido previamente validada y caracterizada bajo el uso de la línea 
HepaRG [242]. Mediante separación celular por citometría de flujo se 
aislaron dos poblaciones celulares, una en la que la expresión de IRS2 se 
encontraba enriquecida y otra en la que se encontraba reducida. El ensayo 
de clonogénesis realizado con ambas poblaciones mostró que las células 
con menores niveles de expresión de IRS2 endógeno generaban más 
colonias de mayor tamaño (Figura 41, B). Estos resultados indican que la 
reducción en la expresión de IRS2, tanto a través de su silenciamiento como 
a través de una menor expresión endógena, resulta en la formación de 
colonias de mayor tamaño a partir de células aisladas. 
 
Figura 41. La reducción de expresión endógena de IRS2 en Huh6 promueve la 
formación de colonias de mayor tamaño. (A) Imagen de la línea celular reportera clonal 
Huh6 pIRS2-GFP teñida con Hoechst. Barra de escala 100 µm. (B) Imágenes 
representativas del análisis de clonogenicidad de la línea Huh6 pIRS2-GFP a partir de 
células enriquecidas en IRS2 (GFP+) y con bajos niveles de expresión de IRS2 (GFP-). 
Representación del número de colonias en función de su tamaño (n=2, con triplicados). 
GFP, proteína verde fluorescente. 
4.2.4 El silenciamiento de IRS2 en Huh6 induce cambios en el 
citoesqueleto de actina 
La observación de la morfología celular en contraste de fases de 
Huh6 bajo condiciones estándar de cultivo, mostró un cambio en el aspecto 
celular al silenciar IRS2. Para estudiar más en profundidad estas variaciones, 
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se realizó un marcaje del citoesqueleto de actina con faloidina (F-Actina). Los 
resultados revelaron que las células silenciadas perdían la organización de 
filamentos de actina, de forma que los filamentos dispuestos a lo largo del 
cuerpo celular pasaban a agruparse en la periferia formando protusiones de 
F-actina (Figura 42). Estas protusiones han sido descritas como filopodios y 
están vinculadas con la promoción de la motilidad celular [161].  
 
Figura 42. El silenciamiento de IRS2 en Huh6 altera la morfología del citoesqueleto 
celular. (Izquierda) Imágenes en contraste de fases (derecha) e imágenes confocales de 
inmunofluorescencia representativas de cultivos Huh6 control (sh-luc) y silenciando IRS2 
(sh-IRS2), teñidas con F-Actina. Se pueden observar diferentes aumentos con barra de 
escala 100 µm, 25 µm y 10 µm (de izquierda a derecha). IRS2, substrato receptor de 
insulina 2; sh-luc, ARN de horquilla corta luciferasa; sh-IRS2, ARN de horquilla corta IRS2;. 
4.2.5 La tasa migratoria e invasiva de Huh6 aumenta tras el 
silenciamiento de IRS2 in vitro 
El estudio de cambios en las capacidades migratorias bajo el 
silenciamiento de IRS2 se realizó mediante un ensayo de herida, en él se 
estudió la capacidad de cierre de un área libre de células. Este ensayo 
mostró que tras 7 horas de migración, las células carentes de IRS2 migraban 
más rápido, llegando a cubrir un 20% más del área libre de células (Figura 
43, A). El aumento en la tasa migratoria también fue corroborado mediante 
el ensayo de transwell, en el que el silenciamiento de IRS2 favorecía la 
migración a través de los poros de la cámara (Figura 43, B). Por medio de 
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migración in vitro de Huh6. Además, también se evaluó la capacidad invasiva 
de estas células. Para ello se adicionó matrigel a las cámaras transwell, de 
modo que para poder traspasar el estrato formado, las células debían ser 
capaces de reducir la formación de adhesiones. Los resultados mostraron 
que el silenciamiento de IRS2 en Huh6 aumenta la capacidad invasiva 
(Figura 43, C). 
 
Figura 43. El silenciamiento de IRS2 en la línea Huh6 promueve la migración e 
invasión celular. (A) Imágenes de contraste de fases del experimento de herida en tiempo 
0 (0h) y tras 7 horas (7h) en cultivo, en células Huh6 sh-luc y sh-IRS2. Barra de escala 200 
µm. Los recuadros negros muestran una zona magnificada con barra de escala de 50 µm. 
Cuantificación del índice de migración mediante el cálculo del porcentaje de área cerrada 
tras 7 horas en tres experimentos independientes, con al menos 3 réplicas cada uno. (B y 
C) Experimento de migración e invasión por transwell en el que se muestran Imágenes de 
células teñidas que han traspasado los poros, y la cuantificación de la tasa de migración e 
invasión representado como unidades relativas (UR). Los controles han sido normalizados 
a la unidad. Se llevaron a cabo 3 experimentos independientes. Barra de escala 50 µm. 
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se utilizó un análisis t-test pareado. IRS2, substrato receptor de insulina 2; sh-luc, ARN de 
horquilla corta luciferasa; sh-IRS2, ARN de horquilla corta IRS2; UR, unidades relativas. 
4.2.6 El silenciamiento de IRS2 promueve las capacidades 
metastásicas de células Huh6 
Tras observar un aumento en la capacidad migratoria de Huh6 
debido al silenciamiento de IRS2 in vitro, se procedió al estudio del 
comportamiento migratorio in vivo. La inyección intraesplénica de las células 
Huh6 provocó la formación de un tumor primario en el bazo de los animales 
SCID. Esta línea celular tiene una alta capacidad de migración e invasión en 
comparación con otras líneas de HCC [243], lo que le permite migrar a través 
de la vena esplénica y vena porta hepática hasta alcanzar el hígado y 
metastatizar en este formando tumores intrahepáticos (Figura 44, A).  
 
Figura 44. La falta de IRS2 en la línea celular Huh6 promueve la migración in vivo. (A) 
Esquema representativo del procedimiento de experimentación por el que las células Huh6 
son inyectadas en el bazo de los animales, formando en este un tumor primario y migrando 
a través de la vena esplénica y porta hasta el hígado, donde forman tumores intrahepáticos. 
(B) Imágenes representativas del ensayo de migración bazo-hígado. Se observan tumores 
intrahepáticos (flechas negras) formados a partir de la migración de un tumor primario Huh6 
intraesplénico sh-luc y sh-IRS2. Cuantificación de la carga tumoral intrahepática 
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tamaño longitudinal (n=6 y 7). *p< 0,05. Para comparar medias se utilizó un análisis t-test 
no pareado. IRS2, substrato receptor de insulina 2; sh-luc, ARN de horquilla corta 
luciferasa; sh-IRS2, ARN de horquilla corta IRS2; HCC, hepatocarcinoma. 
Tras cuatro semanas desde la inyección intraesplénica, se procedió 
al estudio de la formación de tumores intrahepáticos de forma macroscópica. 
El silenciamiento de IRS2 resultó en un aumento no significativo (p=0,054 
aplicando un t-test) de la carga tumoral intrahepática de cada animal. El 
número medio de tumores intrahepáticos por animal fue de 2,714 ± 1,248 
tumores en los controles en comparación con 7,167 ± 2,344 tumores (media 
± SEM) utilizando las células silenciadas (Figura 44, B). Cabe destacar que 
el número total de tumores macroscópicos formados en los animales 
controles fue de 19 (n=7 animales) en comparación con 43 bajo el 
silenciamiento de IRS2 (n=6 animales). Destacó el tamaño tumoral de los 
tumores sh-IRS2, resultando 2,6 veces mayor que en los controles (Figura 
44, C). Los resultados obtenidos en este ensayo mimetizan los obtenidos en 
el ensayo de clonogénesis, ya que el silenciamiento de IRS2 genera tumores 
pequeños como los controles, pero también resulta en la formación de 
tumores de mayor tamaño ausentes en los controles, además de corroborar 
la mayor capacidad migratoria observada in vitro. 
La examinación histológica de los tumores mediante la realización 
de tinciones de hematoxilina y eosina reveló diferencias a nivel morfológico 
(Figura 45, A). Los tumores que silenciaban la expresión de IRS2 mostraron 
una reducción del área tumoral necrótica (Figura 45, B). Además, dada la 
importancia de la expresión del gen supresor de tumores p53 en cáncer, y 
en concreto la relación de su menor expresión en HCCs con una menor 
diferenciación y mayor progresión tumoral [244], se analizó su expresión. Los 
resultados mostraron una reducción de p53 a nivel de ARNm en los tumores 
sh-IRS2 (Figura 45, C). 




Figura 45. El silenciamiento de IRS2 en tumores intrahepáticos reduce la necrosis 
tumoral y la expresión de P53. (A) Imágenes en campo claro de tinción de hematoxilina 
y eosina de hígados con tumores intrahepáticos Huh6 sh-luc y sh-IRS2 (T), rodeados en el 
límite con el tejido hepático no tumoral (H). Barra de escala 500 y 50 µm. (B) Cuantificación 
del área de tejido tumoral necrótico representado como porcentaje (n=2-8). (C) 
Cuantificación de la expresión de ARNm de P53 representado como unidades relativas 
(UR), utilizando RPL19 como gen de referencia en tumores intrahepáticos sh-luc y sh-IRS2 
(n=7). Los datos representan el valor medio + SEM. *p < 0,05 y ***p < 0,001. Para comparar 
medias se utilizó un análisis t-test no pareado. IRS2, substrato receptor de insulina 2; sh-
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4.2.7 La falta de IRS2 en la línea epitelial Hep3B promueve el 
crecimiento de xenoinjertos subcutáneos 
De manera adicional, también se estudiaron las consecuencias de 
la pérdida de expresión de IRS2 en la línea epitelial de hepatocarcinoma 
Hep3B. Para ello se generó una línea control sh-luc y otra sh-IRS2. El 
correcto silenciamiento se verificó mediante análisis proteico y de ARNm, 
observándose un descenso de expresión transcripcional del 55% que dio 
lugar a su reducción proteica (Figura 46, A). La caracterización fenotípica de 
esta línea no resultó en cambios significativos en el crecimiento celular, a 
juzgar por los resultados obtenidos en el ensayo MTT (Figura 46, B), al igual 
que lo observado con la línea Huh6.  
 
Figura 46. El silenciamiento de IRS2 en la línea Hep3B no afecta a la proliferación 
celular pero aumenta el número de colonias de mayor tamaño. (A) Imágenes 
representativas del análisis de expresión proteica de IRS2 de la línea Hep3B bajo 
condiciones sh-luc y sh-IRS2, junto con un análisis de expresión de ARNm (n=3). Para 
comparar medias se utilizó un análisis t-test pareado *p < 0,05 (B) Cuantificación de la 
viabilidad celular por medio del ensayo MTT, representado como valor medio + SEM (n=5, 
con triplicados). Para comparar medias se utilizó un análisis t-test pareado. (C) Imágenes 
representativas del análisis de clonogenicidad de la línea Hep3B sh-luc y sh-IRS2 y 
representación del número de colonias en función de su tamaño (n=3, con triplicados). 
Barra de escala 2,5 mm. Medias comparadas mediante un análisis two-way ANOVA 
aplicando un test de Sidak para comparaciones múltiples. IRS2, substrato receptor de 
insulina 2; sh-luc, ARN de horquilla corta luciferasa; sh-IRS2, ARN de horquilla corta IRS2; 
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Mediante el ensayo de clonogénesis se observó que el tamaño de 
las colonias obtenidas era generalmente pequeño, poseyendo estas una 
morfología compacta. El silenciamiento de IRS2 en Hep3B mostró una 
tendencia en el aumento de la capacidad de supervivencia de células 
aisladas y su desarrollo hasta la formación de colonias, en concreto, las de 
mayor tamaño (Figura 46, C). 
 
Figura 47. El silenciamiento de IRS2 en la línea Hep3B aumenta el peso y volumen 
tumoral. (A) Representación del volumen tumoral en función del tiempo como el valor 
medio ±SEM (n=2-6). Medias comparadas mediante un análisis two-way ANOVA aplicando 
un test de Sidak para comparaciones múltiples. *p < 0,05. (B) Representación del peso de 
xenoinjertos subcutáneos formados a partir de células Hep3B sh-luc y sh-IRS2, 
representado como el valor máximo y mínimo y la mediana (n=5-6). Para comparar medias 
se utilizó un análisis t-test no pareado. (C) Imágenes en campo claro de tinción de 
hematoxilina y eosina de xenoinjertos subcutáneos Hep3B sh-luc y sh-IRS2. Barra de 
escala 100 y 50 µm. IRS2, substrato receptor de insulina 2; sh-luc, ARN de horquilla corta 
luciferasa; sh-IRS2, ARN de horquilla corta IRS2. 
Para estudiar la capacidad de formación de tumores a partir de estas 
células in vivo, se generaron xenoinjertos subcutáneos (debido a su 
incapacidad de formación de tumores en el ensayo de migración bazo-
higado). Tras la inyección subcutánea de estas células se midió el volumen 
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IRS2 resultó en un aumento del volumen tumoral (Figura 47, A), pudiéndose 
palpar 2 tumores en los controles y 6 en los silenciados, de entre un total de 
6 animales inyectados en cada grupo. La extracción de tumores al término 
del experimento permitió obtener el peso de los tumores menores, no 
palpables en el animal, lo que resultó en un ratio tumoral de 5/6 y 6/6 entre 
los tumores controles y silenciados respectivamente. La medida del peso 
tumoral mostró un aumento no significativo (p=0,067) desde 0,4 ± 0,2 g a 0,9 
± 0,2 g (media ± SEM) al silenciar IRS2 (Figura 47, B).  
El análisis histológico de los xenoinjertos subcutáneos generado a 
partir de células Hep3B también mostró diferencias bajo el silenciamiento de 
IRS2. Cabe destacar las agrupaciones celulares en forma de ductos de los 
tumores sh-IRS2, similares a las reacciones ductulares descritas en 
patologías hepáticas donde las células progenitoras se localizan (Figura 47, 
C). 
4.2.8 El silenciamiento de IRS2 no es suficiente para promover una 
EMT in vitro 
El avance tumoral generalmente está vinculado con mayores 
habilidades migratorias e invasivas, con cambios morfológicos debidos a la 
reorganización del citoesqueleto de actina y con cambios en proteínas de 
adhesión típicas de procesos EMT, entre otros eventos [245]. Tras observar 
que el silenciamiento de IRS2 aumenta el potencial metastásico de diferentes 
líneas de HCC y limita la capacidad de diferenciación de la línea progenitora 
HepaRG [242], se planteó la hipótesis de que el silenciamiento de IRS2 
pudiera promover una EMT in vitro. De entre las líneas celulares utilizadas, 
HepG2 no mostró niveles detectables de IRS2, por lo que su silenciamiento 
no fue analizado en esta línea. El estudio de marcadores epiteliales como E-
cadherina y FGFR2-IIIb indicaban que Hep3B era la línea con mayor índice 
epitelial in vitro, mientras que Huh6 era la línea que poseía un mayor índice 
mesenquimal debido a su alta expresión de vimentina (Figura 48), muestra 
de la heterogeneidad de las líneas celulares usadas en este proyecto.  
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Se analizaron cambios en la expresión de proteínas de adhesión 
relevantes en una EMT, como son la pérdida de E-cadherina y el aumento 
en la expresión N-cadherina y vimentina [135]. Los resultados en la línea 
HepaRG mostraron un descenso en la expresión de E-cadherina del 96,7% 
± 9,0 UR (media ± SEM) tras silenciar IRS2 y en condiciones de cultivo 
estándar. En estas condiciones también se observó un ligero aumento de N-
cadherina y ausencia de cambios en vimentina (Figura 49, A), aunque cabe 
destacar los reducidos niveles de expresión basal de vimentina que posee 
esta línea (Figura 48). 
 
Figura 48. Análisis de expresión de ARNm de IRS2 y marcadores epiteliales y 
mesenquimales de las diferentes líneas utilizadas en el estudio. Expresión de ARNm 
de IRS2, E-cadherina, FGFR2-IIIb y Vimentina representado como unidades relativas (UR), 
utilizando RPL19 como gen de referencia en las líneas HepaRG, Huh6, HepG2 y Hep3B 
(n=3). Los datos representan el valor medio + SEM. IRS2, substrato receptor de insulina 2; 
E-CAD, E-cadherina; FGFR2-IIIb, receptor 2-IIIb del factor de crecimiento fibroblástico; 




























































Figura 49. El silenciamiento de IRS2 promueve cambios en la expresión de 
marcadores característicos de una EMT en las líneas HepaRG (A) y Huh6 (B). 
Imágenes representativas del análisis proteico de IRS2, E-cadherina y N-cadherina por 
western blot en células Huh6 y HepaRG en condiciones control (sh-luc y scramb) y sh-
IRS2. Cuantificación de expresión representado como unidades relativas (UR) en tres 
(Huh6) y cuatro (HepaRG) experimentos independientes. Los datos representan el valor 
medio + SEM. *p < 0,05, **p< 0,01. Para comparar medias se utilizó un análisis t-test 
pareado. IRS2, substrato receptor de insulina 2; sh-luc, ARN de horquilla corta luciferasa; 
sh-IRS2, ARN de horquilla corta IRS2; E-CAD, E-cadherina; N-CAD, N-cadherina; VIM, 
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Por otra parte, el silenciamiento de IRS2 en la línea Huh6 no varió 
la expresión de E-cadherina, cuyos niveles basales eran también muy 
reducidos (Figura 48). Sin embargo, la expresión de N-cadherina aumentó al 
doble, indicando un fenotipo mesenquimal alterado, aunque no se 
observaron grandes diferencias en la expresión de vimentina (Figura 49, B). 
Finalmente, el análisis de expresión de estas proteínas en la línea epitelial 
Hep3B no resultó en cambios típicos de una EMT. Los niveles de E-
cadherina y vimentina no se vieron alterados, mientras que los de N-
cadherina disminuyeron ligeramente al silenciar IRS2 (Figura 49, C). Estos 
resultados indican que el silenciamiento de IRS2 aunque puede influir en la 
expresión de proteínas de adhesión implicadas en una EMT, no es suficiente 
para inducir este proceso. 
4.2.9 La expresión de IRS2 es necesaria para la epitelización de Huh6 
tras la metástasis in vivo 
El análisis de los tumores intrahepáticos generados a partir de la 
migración de células Huh6 desde el bazo hacia el hígado se centró tanto en 
el estudio de E-cadherina, cuya reducción está vinculada a un proceso EMT 
y ha sido asociada con la promoción del HCC [246], como de FGFR2-IIIb, 
cuya expresión hemos observado que es dependiente de Irs2 durante la 
reparación del daño hepático crónico [242] y además su reducción ha sido 
vinculada con un perfil de HCC más agresivo [221]. El análisis mediante 
inmunofluorescencia mostró una menor expresión proteica de FGFR2 en las 
células que componían los tumores intrahepáticos sh-IRS2 (T), limítrofes con 
el tejido hepático (H) (Figura 50, A). El estudio de expresión de ARNm del 
tejido tumoral corroboró el correcto silenciamiento de IRS2. Llamativamente, 
se observó una reducción en la expresión de IRS2 entre las células control 
cultivadas in vitro y los tumores intrahepáticos formados con estas mismas 
células (Figura 50, B), pudiendo sugerir posibles cambios en IRS2 durante el 
proceso de migración y metástasis.  
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Figura 50. El silenciamiento de IRS2 en tumores intrahepáticos y xenoinjertos 
subcutáneos reduce su epitelización. (A) Imágenes confocales de inmunofluorescencia 
representativas de la tinción anti-FGFR2 en tumores intrahepáticos Huh6 sh-luc y sh-IRS2 
(T) en el límite con el tejido hepático no tumoral (H). Barra de escala 15 µm. (B) 
Cuantificación de la expresión de ARNm de IRS2, FGFR2-IIIb y E-cadherina representado 
como unidades relativas (UR) utilizando como gen de referencia RPL19 en muestras de 
células Huh6 cultivadas in vitro (n=3), y en tumores intrahepáticos formados por estas 
mismas (in vivo) (n=3-8), sh-luc y sh-IRS2. Medias comparadas mediante un análisis two-
way ANOVA aplicando un test Bonferroni de comparaciones múltiples. (C) Imagen 
representativa del nivel proteico de IRS2, E-cadherina y β-actina expresado por células 
Huh6 in vitro e in vivo en tumores intrahepáticos sh-luc y sh-IRS2. Cuantificación de la 
expresión de E-cadherina en estas muestras representado como unidades relativas (UR) 
(n= 2-3). (D) Cuantificación de la expresión de ARNm de IRS2, E-cadherina y FGFR2-IIIb 
representado como unidades relativas (UR) utilizando como gen de referencia RPL19 en 
xenoinjertos sh-luc y sh-IRS2 (n= 4-5). Los datos representan el valor medio + SEM. *p < 
0,05 y **p < 0,01, **p < 0,01, y ***p< 0,001. Para comparar medias se utilizó un análisis t-
test no pareado. (E) Imágenes de inmunofluorescencia representativas de la tinción anti-
FGFR2 en xenoinjertos Hep3B control (sh-luc) y silenciando IRS2 (sh-IRS2). Barra de 
escala 50 µm. IRS2, substrato receptor de insulina 2; sh-luc, ARN de horquilla corta 
luciferasa; sh-IRS2, ARN de horquilla corta IRS2; E-CAD, E-cadherina; FGFR2-IIIb, 
receptor 2-IIIb del factor de crecimiento fibroblástico; UR, unidades relativas. 
Por otra parte, el estudio de los marcadores epiteliales FGFR2-IIIb 
y E-cadherina (Figura 50, B), y la expresión proteica de E-cadherina (Figura 
50, C), tanto en células cultivadas in vitro como en los tumores 
intrahepáticos, mostró una MET entre las células control cultivadas in vitro y 
los tumores intrahepáticos formados por estas. Sin embargo, el 
silenciamiento de IRS2 impidió el proceso MET, resultando en la generación 
de tumores intrahepáticos con menor grado de epitelización, a juzgar por la 
reducción en FGFR2-IIIb y en E-cadherina, tanto a nivel de ARNm como a 
nivel proteico. 
Complementariamente, el análisis de expresión de ARNm de 
xenoinjertos Hep3B subcutáneos también verificó el silenciamiento de IRS2, 
junto con un ligero descenso no significativo (P=0,0522) de la expresión de 
E-cadherina y una reducción en la expresión del receptor epitelial FGFR2-
IIIb del 60% en comparación con los controles (Figura 50, D). Además, en 
consonancia con el estudio de expresión de ARNm, la tinción por 
inmunofluorescencia de los tumores también mostró un descenso a nivel 
proteico de FGFR2 (Figura 50, E) indicando una reducción del fenotipo 
epitelial tumoral ante el silenciamiento de IRS2. 
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4.2.10 La sobreexpresión de IRS2 promueve MET in vitro 
Tras observar que el silenciamiento de IRS2 impide el proceso MET 
entre células Huh6 cultivadas in vitro y los tumores intrahepáticos formados 
a partir de ellas (Figura 50), se trató de analizar si la expresión de IRS2 
pudiera ser suficiente para inducir un proceso MET. Para ello se 
sobreexpresó IRS2 en diferentes líneas de HB y hepatoma mediante 
infección lentivírica del inserto IRS2 de origen murino. Al tratarse de la 
expresión de un gen de ratón en células de origen humano, en primer lugar 
se examinó si la proteína sobreexpresada era capaz de promover la 
señalización de insulina/IGF-1. Para ello, se estudiaron posibles cambios en 
la localización celular del factor de transcripción FOXO1, que bajo la 
señalización activa de insulina/IGF-1 sufre una traslocación desde el núcleo 
al citoplasma [247]. Como resultado, la sobreexpresión de IRS2 en la línea 
HepG2 promovió la traslocación de FOXO1 hacia el citoplasma (Figura 51, 
A), indicando una señalización activa de insulina/IGF-1. 
Además, estas mismas células fueron estimuladas con insulina 
(1nM) y con IGF-1 (1nM) seguido del análisis proteico de la fosforilación de 
proteínas implicadas en la ruta de señalización de ambos factores. La 
diferencia más llamativa tras la estimulación con insulina fue el incremento 
de los niveles de p-AKT en la línea mIRS2, indicativo de la activación de la 
ruta PI3K. Por otra parte, la estimulación con IGF-1 inducía estas proteínas 
de forma similar en ambas líneas celulares (Figura 51, B).  
 




Figura 51. La sobreexpresión de IRS2 de origen murino en HepG2 promueve la 
señalización de insulina/IGF-1. (A) Imágenes de inmunofluorescencia representativas de 
la tinción anti-FOXO-01 en células HepG2 control (GFP) y sobreexpresando IRS2 (mIRS2). 
Barra de escala 25 µm. (B) Imágenes del análisis de expresión proteica por western blot de 
p-AKT, p-GSK3β y p-ERK en muestras de células HepG2 control (GFP) y sobreexpresando 
IRS2 (mIRS2) bajo condiciones de ayunas y estimulación de insulina (1nM) e IGF-1 (1nM). 
IRS2, substrato receptor de insulina 2; mIRS2, IRS2 de ratón; GFP, proteína verde 
fluorescente; p-AKT; proteína quinasa B fosforilada; p-GSK3 α y β, glucógeno sintasa 
quinasa 3 alfa y beta fosforilada; p-ERK, quinasa regulada por señal extracelular fosforilada; 
FOXO1, forkhead box protein O1. 
Tras observar que la sobreexpresión de IRS2 de origen murino en 
la línea humana HepG2 inducía la señalización de insulina, se estudió el 
perfil de expresión de proteínas de adhesión en las líneas HepaRG, Huh6 y 
HepG2. La sobreexpresión de IRS2 resultó en un gran aumento en la 
expresión de E-cadherina en todas las líneas examinadas. Además, la 
reducción de vimentina en un 32% (Figura 52, A) y un 52% (Figura 52, B) en 
las líneas HepaRG y Huh6 respectivamente, junto con la reducción de N-
cadherina de un 52% en HepG2 (Figura 52, C), indicaban que la expresión 
de IRS2 inducía el proceso MET in vitro. La expresión de vimentina no pudo 
































Figura 52. La sobreexpresión de IRS2 promueve cambios en la expresión de distintos 
marcadores característicos de una MET en las líneas HepaRG (A), Huh6 (B) y HepG2 
(C). Imágenes representativas del análisis proteico de IRS2, E-Cadherina, N-Cadherina y 
Vimentina por western blot en células HepaRG, Huh6 y HepG2 en condiciones control 
(GFP) y sobreexpresando IRS2 (mIRS2). Cuantificación de expresión representado como 
unidades relativas (UR) (n= 3 - 4). Los datos representan el valor medio + SEM. *p < 0,05, 

































































































































Capítulo 4. Resultados 
 
126 
substrato receptor de insulina 2; mIRS2, IRS2 de ratón; GFP, proteína verde fluorescente; 
E-CAD, E-cadherina; N-CAD, N-cadherina; VIM, vimentina UR, unidades relativas. 
4.2.11 La expresión de FGFR2-IIIb aumenta al sobreexpresar IRS2 en 
las líneas Huh6 y HepG2 in vitro 
La falta de Irs2 en el modelo animal reducía los niveles de FGFR2-
IIIb durante el daño hepático crónico (Figura 26). Además, su reducción está 
vinculada con una mayor agresividad de hepatocarcinomas [221]. Tras 
observar que el silenciamiento de IRS2 reducía la expresión de este receptor 
epitelial, se evaluó si la sobreexpresión de IRS2 era capaz de inducir 
cambios en FGFR2-IIIb. El análisis en la línea Huh6 en condiciones de cultivo 
estándar, resultó en una inducción en la expresión de ARNm de este receptor 
epitelial de hasta 5,8 veces sobreexpresando IRS2. Adicionalmente, también 
se observó un aumento en la expresión proteica de FGFR2 por 
inmunofluorescencia (Figura 53, A). Al tratarse Huh6 de una línea mixta 
epitelial-mesenquimal, se examinó si la expresión de IRS2 podría también 
inducir cambios en el ligando de origen mesenquimal de este receptor, FGF7. 
Los resultados mostraron un aumento de 2,8 veces en su expresión (Figura 
53, A), resultando la sobreexpresión de IRS2 en un aumento de esta ruta de 
señalización. También se analizó la expresión de ARNm de FGFR2-IIIb de 
cultivos HepG2, donde la sobreexpresión de IRS2 condujo a un incremento 
de más del doble de su expresión, junto con el aumento proteico de FGFR2, 
observado mediante tinciones de inmunofluorescencia en dichos cultivos 
(Figura 53, B).  




Figura 53. Inducción de la expresión de FGFR2-IIIb sobreexpresando IRS2. 
Cuantificación de la expresión de ARNm de FGFR2-IIIb en las líneas Huh6 (A) y HepG2 
(B) y de FGF7 en la línea Huh6, en condiciones control (GFP) y sobreexpresando IRS2 
(mIRS2), representados como unidades relativas (UR) (n=3). Imágenes de fluorescencia 
representativas de la tinción anti-FGFR2 en estas células. Barra de escala 50 µm. Los datos 
representan el valor medio + SEM. *p < 0,05, **p< 0,01. Para comparar medias se utilizó 
un análisis t-test pareado. IRS2, substrato receptor de insulina 2; mIRS2, IRS2 de ratón; 
GFP, proteína verde fluorescente; FGF7, factor de crecimiento fibroblástico 7; FGFR2-IIIb, 
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4.2.12 La sobreexpresión de IRS2 reduce la capacidad de migración in 
vivo y formación de tumores intrahepáticos de células Huh6 
Finalmente, se procedió a estudiar si la sobreexpresión de IRS2 en 
la línea Huh6 era capaz de revertir el fenotipo promigratorio observado bajo 
el silenciamiento de IRS2. Para ello se realizó un ensayo de migración bazo-
hígado en el que se generaron tumores intraesplénicos primarios mediante 
inyección de células Huh6 control (GFP) y sobreexpresando IRS2 (mIRS2) 
(Figura 54, A). Tras 6 semanas se analizaron de forma macroscópica los 
tumores intrahepáticos generados, resultando la sobreexpresión de IRS2 en 
una reducción del 63% de la carga tumoral intrahepática (Figura 54, B) 
indicativa de una menor capacidad migratoria in vivo. 
De forma llamativa, se observó una pérdida de sobreexpresión de 
IRS2 en los tumores intrahepáticos formados. Mientras que las células 
cultivadas in vitro mantenían esta sobreexpresión en un 183’7% ± 21% 
(media ± SEM), los tumores intrahepáticos formados a partir de estas 
mismas células perdían la significancia de las diferencias estadísticas, 
aumentando la expresión de IRS2 en tan solo un 56,0% ± 43,9% (media ± 
SEM), tres veces menos que in vitro (Figura 54, C).  
Con el objetivo de analizar si la sobreexpresión de IRS2 se perdía 
durante la migración bazo-hígado, se analizaron estos tumores en mayor 
detalle. La inserción lentiviral que contenía el inserto de IRS2 también 
expresaba el epítopo FLAG. De modo que se analizaron diferencias en la 
expresión de FLAG entre los tumores primarios intraesplénicos y los tumores 
intrahepáticos formados a partir de la diseminación y migración de estas 
células. Como control negativo de tinción se utilizaron muestras de tumores 
intraesplénicos controles, donde no se observó tinción de FLAG. La 
cuantificación de la intensidad de tinción del tumor del bazo con respecto al 
del hígado en cada animal, mostró una reducción del 47,6% ± 8,5% (media 
± SEM) de expresión de FLAG (Figura 54, B). Estos resultados sugieren que 
la migración de Huh6 desde tumores primarios intraesplénicos reduce la 
sobreexpresión de IRS2-FLAG durante la migración e invasión de Huh6 en 
el hígado.  




Figura 54. La sobreexpresión de IRS2 en la línea celular Huh6 reduce la migración in 
vivo y su expresión tras la formación de tumores intrahepáticos. (A) Esquema 
representativo de migración celular in vivo desde un tumor esplénico primario hacia el 
hígado. (B) Cuantificación de la carga tumoral intrahepática formada por células Huh6 GFP 
y mIRS2 analizada macroscópicamente representado como el valor de cada animal y el 
valor medio total ±SEM (n=5). Comparación de medias mediante análisis t-test no pareado. 
(C) Cuantificación e imágenes representativas del análisis proteico de IRS2 por western 
blot en células Huh6 cultivadas in vitro y en tumores intrahepáticos (in vivo). Comparación 
de medias mediante análisis t-test pareado. (C) Imágenes de fluorescencia representativas 
de la expresión de Flag en tumores GFP y mIRS2 intraesplénicos y mIRS2 intrahepáticos. 
Barra de escala 50 µm. Cuantificación de intensidad de expresión de FLAG en tumores 
mIRS2 intraesplénicos e intrahepáticos representado como valor medio + SEM en unidades 
relativas (UR) (n= 4). *p < 0,05 y **p< 0,01. Comparación de medias mediante análisis t-
test pareado. IRS2, substrato receptor de insulina 2; mIRS2, IRS2 de ratón; GFP, proteína 











































































































































5.1 El papel de IRS2 durante la reparación del daño 
hepático. 
La resistencia a insulina está estrechamente relacionada con el 
desarrollo y progresión de enfermedades hepáticas en las que se produce 
exposición a un daño crónico como HGNA o EHNA [248, 249], también 
relacionándose con la progresión de fibrosis en EHNA y VHC [53]. La 
resistencia a insulina también ha sido relacionada con la aparición de 
estructuras ductulares hepáticas, donde las células progenitoras se disponen 
en un nicho fibrótico e inflamatorio, tanto en EHNA como en VHC [58, 250]. 
Sin embargo, se desconoce si la resistencia a insulina podría afectar a la 
respuesta progenitora en el hígado, y cuáles serían los efectos de esta sobre 
la comunicación estromal-epitelial que conduce a la reepitelización hepática 
[4]. 
Para abordar la cuestión de cómo afecta la resistencia a insulina al 
daño crónico hepático, se ha trabajado con la proteína IRS2, que actúa 
propagando la señalización desde los receptores de insulina e IGF-1 
promoviendo la activación intracelular de diferentes vías, siendo esencial 
para la señalización de insulina en hepatocitos [251]. Además, IRS2 de entre 
las proteínas IRSs, es la que ejerce un papel principal en la señalización de 
insulina en hepatocitos [31]. Su falta de expresión hepática ha sido asociada 
con un fenotipo de resistencia a insulina [252]. También ha sido descrita una 
reducción en la expresión de IRS2, pero no de IRS1, durante el desarrollo de 
enfermedades metabólicas hepáticas que dan lugar al daño crónico, como 
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HGNA o EHNA [54, 55]. El modelo murino Irs2-/- con el que se ha trabajado 
en este estudio presenta resistencia a insulina [27]. En él se ha inducido daño 
hepático crónico mediante el uso del modelo de dieta DDC en la que se 
forman tapones de porfirinas que obstruyen los conductos biliares, 
resultando en un daño hepático y en una remodelación tisular. Esta dieta 
reproduce los principales eventos histopatológicos descritos durante la 
colestasis. La obstrucción del flujo biliar da lugar a la expansión de 
estructuras ductulares en la que aparecen tanto colangiocitos (encargados 
de formar conductos para eliminar el acúmulo de bilis) como CPHs (que 
pueden diferenciarse en colangiocitos y hepatocitos), rodeadas de células 
fibróticas e inflamatorias, formando parte del nicho progenitor [121].  
Los resultados de este proyecto muestran que la falta de 
señalización de insulina/IGF-1 a través de IRS2 afecta de forma negativa a 
la respuesta al daño crónico hepático, alterando la comunicación entre CPHs 
y estromales y dando lugar a cambios en la composición fibrótica hepática, 
con menores signos de recuperación hepatocítica.  
El análisis de marcadores séricos de daño hepático (AST/ALT) 
durante el tratamiento con dieta DDC 0,1%, muestra una exacerbación del 
daño ante la falta de Irs2. Además, también sugiere una incapacidad de 
recuperación en los animales Irs2-/- que sí ocurriría en los controles, dada la 
reducción de estas enzimas tras 14 días de administración de dieta DDC que 
no se produce ante la falta de Irs2. Así mismo, el análisis de células 
apoptóticas con caspasa-3 activa muestra un mayor índice de daño en los 
animales Irs2-/- tras 21 días de dieta DDC. La muerte celular en el hígado 
ocurre principalmente mediante apoptosis o necrosis, habiéndose descrito 
esta última en modelos de colestasis y estando estrechamente relacionada 
con procesos inflamatorios, que se ven incrementados en el modelo DDC 
[253]. El hecho de observar una alta pérdida hepatocítica e inducción de 
AST/ALT, pero sin embargo bajos niveles de apoptosis, podría radicar en 
que la muerte celular con el modelo DDC se dé principalmente por necrosis, 
o que ocurra en etapas más tempranas de las analizadas. En cualquier caso, 
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los resultados indican que Irs2 es necesario para que se produzca una 
respuesta y recuperación ante el daño crónico causado por DDC. 
Junto con la elevación de enzimas de daño, se produce también una 
pérdida de núcleos de hepatocitos de menor tamaño, incrementada en los 
animales Irs2-/-, reflejo del daño más acentuado en estos animales indicando 
un posible papel protector de IRS2. Otros estudios también han relacionado 
la expresión de IRS2 con una menor susceptibilidad apoptótica de 
hepatocitos de origen murino neonatal bajo condiciones de restricción sérica 
[254]. La posibilidad de que esta pérdida más acentuada se deba a una 
incapacidad de proliferación hepatocítica parece poco probable tras el 
análisis de Ki67 en esta población. De hecho, este análisis refleja un mayor 
índice de hepatocitos Ki67 positivos, manifestando que la falta de Irs2 no 
impide que los hepatocitos pasen a través del ciclo celular. Una mayor 
pérdida hepática junto con un aumento de Ki67 parece contradictorio, sin 
embargo hay que tener en cuenta que los hepatocitos son capaces de 
realizar ciclos de endorreplicación, en los que aumentan su ploidía sin 
necesidad de dar lugar a dos células independientes por citocinesis [255]. 
Mediante la tinción de Ki67 no es posible distinguir entre ambos procesos, 
sin embargo sí que se observó un aumento en el área de los núcleos que se 
encontraban pasando por el ciclo celular en comparación con los animales 
WT. Este hecho junto con el análisis de poliploidía complementario en el que 
se observó una menor pérdida de hepatocitos de mayor ploidía, son 
indicativos de que los animales Irs2-/- podría estar aumentando el proceso de 
endorreplicación en etapas tardías del daño hepático, y por ende 
aumentando la poliploidía hepatocítica. Cabe destacar, que un aumento de 
la ploidía y en la replicación de hepatocitos podrían aumentar también fallos 
y aneuploidías que desencadenen en HCC [256], siendo posible que la falta 
de Irs2 en hígados expuestos a daño crónico hepático, que implicaría 
continuos ciclos de respuesta al daño, sean más susceptibles al desarrollo 
de cáncer de hígado. 
La ploidía de los hepatocitos por tanto, puede ser variable 
observándose cambios en diferentes estados fisiopatológicos. Han sido 
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descritos perfiles de cambio en la ploidía durante la progresión de HGNA 
[12,19] y en infecciones virales [88]. Describiéndose también perfiles de 
poliploidía diferentes según las características histopatológicas y 
moleculares de HCCs [89]. Por estos motivos, la metodología desarrollada 
durante este proyecto para la cuantificación de cambios en la ploidía podría 
ser importante para la aplicación en el estudio de enfermedades hepáticas. 
No obstante, esta técnica tiene sus limitaciones. Su aplicación únicamente 
es válida en núcleos cuya morfología sea circular, dada la necesidad de 
inferir a partir del área el volumen mediante fórmulas matemáticas aplicables 
a circunferencias exactas. Es por ello que únicamente es posible analizar la 
ploidía a nivel nuclear y no a nivel celular, ya que los hepatocitos binucleares 
serían eliminados del análisis en el caso de no poder ser segmentados como 
núcleos individuales.  
La función de la poliploidía hepática no está clara, pero una de las 
hipótesis radica en que esta podría ejercer un papel protector ante eventos 
tóxicos al aumentar el número de copias genéticas y disminuir así las 
posibilidades de mutaciones que puedan alterar la funcionalidad hepatocítica 
[90]. En consonancia con esta hipótesis, los resultados de la estimación de 
ploidía hepatocítica muestran una pérdida más acrecentada en las 
poblaciones con menor número de copias genéticas. En los animales WT la 
reducción hepatocítica se estabiliza en la población 8c e incluso aumenta el 
número de núcleos 16c, en concordancia con el hecho de que la ploidía 
hepatocítica aumenta con el daño hepático. El aumento de esta junto con la 
pérdida de hepatocitos 2c también ha sido descrito en afecciones hepáticas 
como EHNA [87], hepatitis B (VHB) o C (VHC) [88]. Además, el daño 
hepático y la regeneración también han sido asociados con un aumento del 
tamaño celular y nuclear [103], indicativo de una mayor ploidía en 
hepatocitos [258]. La falta de Irs2 incrementa la pérdida de hepatocitos de 
menores ploidías, resultando en un aumento de la poliploidía más elevado 
que en los controles, pudiendo ser indicativo de un daño más exacerbado en 
esta población.  
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El estudio de la población 2c ha demostrado que los animales WT 
son capaces de recuperar parte de la población hepática 2c. Esta 
recuperación es una indicación de la capacidad de adaptación y respuesta 
al daño durante la continua ingesta de dieta DDC, que se produce a la vez 
que una reducción en los niveles de enzimas de daño hepático (AST/ALT). 
Presumiblemente, estos hepatocitos podrían provenir de CPHs con 
capacidad de diferenciación a hepatocitos pequeños [116], aunque serían 
necesarias más evidencias para llegar a esta afirmación. De cualquier modo, 
la falta de recuperación de esta población en los animales Irs2-/- indica un 
fallo en la capacidad de adaptación y respuesta al daño crónico hepático 
causado por la dieta DDC. 
Cabe destacar que la falta de Irs2 induce una mayor poliploidía en 
los hígados de los animales sin tratamiento. En la literatura también se 
pueden encontrar estudios donde patologías íntimamente ligadas con la 
resistencia a insulina como es la HGNA, también aumentan el contenido 16c 
hepatocítico [87]. Este aumento podría deberse a que IRS2 ejerza un papel 
durante los procesos que dan lugar a la poliploidización hepática que ocurre 
durante el desarrollo, o también a que estos animales estén expuestos a un 
daño hepatocítico subyacente debido a la falta de Irs2.  
El proceso regenerativo en el que intervienen CPHs conlleva una 
remodelación tisular y la participación de multitud de tipos celulares no 
parenquimales [95]. El estudio de la población de CNPs muestra la inducción 
de estas poblaciones celulares con el tratamiento DDC. La falta de Irs2 
reduce la aparición de este tipo celular tras 14 días de daño hepático, 
consecuente con la observada disminución de diferentes marcadores 
asociados a CPHs y a CEHs en este modelo animal. Por lo que la falta de 
generación de hepatocitos 2c en los animales Irs2-/- podría deberse a una 
menor inducción de CPHs y/o a la pérdida de CEHs. Las causas de la 
reducción de CPHs en los animales Irs2-/- podrían ser diversas. Una de ellas 
sería la incapacidad de formación de estructuras ductulares donde las CPHs 
residen, proliferan y se expanden como resultado de una respuesta 
adaptativa al daño [112]. El daño generado por esta dieta induce una 
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remodelación hepática y una respuesta ductular, también descrita en 
patologías de daño crónico como la colestasis, hepatitis alcohólica, EHNA, 
HBV y HCV [123, 228–231]. La reacción ductular que se produce durante la 
administración de la dieta DDC consiste en la expansión de estructuras 
ductulares positivas para el marcador CK19, que contienen colangiocitos 
encargados de eliminar el flujo biliar, y CPHs que pueden dan lugar tanto a 
hepatocitos como a colangiocitos [121]. Esta hipótesis no parece la más 
acertada debido a la observación de estructuras CK19 positivas alrededor de 
las zonas portales en ambos grupos de animales, indicativo de que los 
animales Irs2-/- pueden promover la formación de ductos donde las CPHs se 
localizan.  
Otra hipótesis sería la de que Irs2 fuese necesaria para la inducción 
de esta población. Aunque existe controversia sobre el origen de CPHs, ha 
sido demostrado que estas pueden provenir de hepatocitos maduros que 
sufren un proceso de metaplasia, pudiendo así desdiferenciarse a un estado 
más progenitor y volver a diferenciarse tanto en hepatocitos como en 
colangiocitos [116, 259]. El hecho de no observarse una inducción en la 
proliferación no parenquimal, pero si un aumento de CNPs tras 14 días de 
tratamiento DDC, podría indicar que estas poblaciones provienen de otras 
células en lugar de provenir de la proliferación de células residentes 
hepáticas. Aunque también cabe la posibilidad de que la proliferación sea 
inducida en etapas más tempranas de las estudiadas. Sin embargo, tras 21 
días de tratamiento DDC la proliferación de CNPs se induce, sugiriendo que 
esta población podría ser no inducida por la proliferación, pero si mantenida 
en etapas tardías de daño crónico.  
Algunos autores defienden que la plasticidad fenotípica de los 
hepatocitos al desdiferenciarse en CPHs podría ser un mecanismo de 
evasión del daño ante a eventos hepatotóxicos [116]. Por tanto, cabe la 
posibilidad de que la menor inducción de CPHs observada en los animales 
Irs2-/- pueda deberse a una menor capacidad de metaplasia hepática. 
Además, también es posible que las diferencias en la poliploidía hepática 
descritas en el estado basal ante la falta de Irs2, pudieran afectar al proceso 
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de metaplasia. Sin embargo, mediante el uso de un modelo murino que 
posee predominantemente hepatocitos diploides (E2f7-/- E2f8-/-), ha sido 
descrito que el enriquecimiento de hepatocitos 2c no genera cambios 
histológicos aparentes ni muestra diferencias en la medida de enzimas de 
daño hepático en suero durante la administración de la dieta DDC [260]. Por 
lo que al menos parece poco probable que el aumento observado en las 
enzimas de daño hepático en los animales Irs2-/- se deba a cambios en la 
ploidía hepática intrínseca. En cualquier caso, esta hipótesis no ha sido 
testada, siendo una posible cuestión por resolver si la falta de Irs2 pudiera 
afectar a la metaplasia hepática.  
Mediante la manipulación in vitro de la línea progenitora de origen 
humano, HepaRG, se ha demostrado que IRS2 es capaz de regular la 
expresión de SPP1, sin que el aporte de insulina al medio suponga cambios 
significativos. Esto podría deberse a que la inducción de SPP1 responda ante 
la señalización de IGF-1 o a que el suero que contiene el medio sin aporte 
extra de insulina, sea suficiente para inducir la señalización de esta. SPP1 
ha sido relacionada con la promoción de la respuesta progenitora hepática, 
generando su neutralización una disminución del número de células 
progenitoras y fibróticas y una reducción en la reepitelización hepática [261]. 
La menor expresión de Spp1 en los animales Irs2-/-, junto con la observada 
menor proliferación de esta población, podría ser una de las causas de la 
reducción de marcadores de CPHs ante la falta de señalización a través de 
IRS2. Por tanto, IRS2 parece tener un papel inductor en la expansión y 
proliferación de CPHs, eventos que han sido demostrados determinantes 
para la supervivencia de ratones durante la administración de la dieta DDC 
[130].  
La comunicación entre el estroma y CPHs es clave para la 
resolución del daño hepático, en el que factores pro-regenerativos como 
citoquinas y factores de crecimiento son liberados por las células estromales 
generando un microambiente promotor de la reparación y epitelización 
hepática [95]. La expansión de células progenitoras ha sido asociada en 
diferentes estudios con un aumento de la respuesta fibrótica [108], 
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probablemente debido a que estas se disponen alrededor de un nicho 
fibrótico y de células inflamatorias [58]. Incluso se ha llegado a demostrar 
que la activación de células productoras de matriz extracelular, como son las 
CEHs, es un evento que precede a la proliferación de CPHs, generando un 
nicho que favorecería su expansión [128]. La señalización de IGF-1 a través 
de IRS2 ha sido recientemente vinculada con la promoción de la activación 
fibrótica, donde mediante el uso del modelo Irs2-/- y bajo la inducción de 
colestasis mediante ligación de ductos biliares, se ha demostrado un retraso 
en la activación fibrótica [262]. Por lo que el retraso en la inducción de CPHs 
observada en el modelo Irs2-/- tratado con DDC podría estar relacionada con 
una incapacidad de una correcta formación del nicho progenitor fibrótico. En 
concreto, los factores de crecimiento fibroblásticos han sido relacionados con 
la promoción de la respuesta regenerativa hepática [210]. Específicamente, 
el modelo murino carente de Fgf7 (Fgf7-/-) muestra una falta de inducción de 
CPHs, afectando negativamente a la respuesta al daño durante la dieta DDC 
y reduciendo la supervivencia de los animales, demostrándose también una 
reducción en los niveles de daño hepático bajo el tratamiento exógeno de 
FGF7 [130], demostrando así un papel positivo de FGF7 en la respuesta al 
daño crónico hepático. 
En consonancia con la localización de FGF7 descrita en torno a 
CPHs [130], los ensayos de inmunofluorescencia realizados en este proyecto 
muestran a FGF7 alrededor de ductos y en contacto directo con células que 
expresan marcadores como EPCAM y SPP1. Esta disposición es indicativa 
de una señalización paracrina intercelular entre ambos tipos de células, 
formando así FGF7 parte del nicho regenerativo. El receptor de FGF7, 
FGFR2-IIIb, se encuentra altamente expresado en CPHs [130] y es inducido 
durante el tratamiento con DDC [233] así como al sobreexpresar FGF7 [130]. 
En el modelo Irs2-/- se produce un fallo en la inducción de Fgf7 y en la 
capacidad de mantener la expresión de Fgfr2-IIIb durante el daño hepático 
crónico, produciéndose una reducción en la expresión de este receptor en 
células próximas a las que expresan FGF7 en el nicho progenitor. Además, 
cabe mencionar que FGF10, también ligando de FGFR2-IIIb, ha sido 
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relacionado con la expansión de CPHs [263] y su inducción se encuentra 
alterada durante el daño crónico hepático en los animales Irs2-/- y en 
cocultivos de células LX2/HepaRG al silenciar IRS2 [242]. Estos datos 
indican un fallo en la comunicación estroma-epitelio entre CPHs y 
fibroblastos, indicando que la señalización a través de IRS2 no afecta 
exclusivamente a FGF7-FGFR2-IIIb, sino que además puede afectar a otros 
ligandos de este receptor.  
Ha sido demostrado que la falta de FGFR2-IIIb impide la repoblación 
de hepatocitos durante la regeneración hepática [208]. Esto sugiere que la 
falta de señalización a través de FGF7-FGFR2-IIIb durante el daño hepático 
crónico podría repercutir en la mayor pérdida de hepatocitos observada en 
el modelo Irs2-/- y la ausencia de inducción de la población 2c. Esta no es la 
primera evidencia que relaciona la resistencia a insulina con una incapacidad 
de reepitelización, ya que previamente ha sido vinculada con una deficiencia 
en la reepitelización de heridas cutáneas [264]. Además, el modelo de ratón 
diabético deficiente en leptina (db/db) reduce la inducción de Fgf7 durante la 
reepitelización de la piel [265], cuyo silenciamiento ha sido demostrado que 
retrasa la reepitelización en este mismo modelo [205]. Teniendo en cuenta 
todas estas evidencias, es probable que la inducción terapéutica de FGF7 
junto con una promoción de la sensibilidad a insulina hepática pueda mejorar 
la reparación epitelial en sujetos con resistencia a insulina.  
La falta de inducción de Fgf7 en el modelo Irs2-/- podría ser debida 
a una falta de activación o pérdida de alguna de las poblaciones celulares 
productoras de este factor paracrino. Ha sido descrito que Fgf7 es expresado 
por CEHs en su estado activado [209] y por FPs [101]. Las CEHs expresan 
tanto proteínas profibróticas como citoquinas pro-regenerativas en su estado 
activado. Sin embargo, un estudio reciente en el que se realizó un análisis 
de expresión génica a partir de CEH individuales, ha demostrado que durante 
los procesos regenerativos, estas pueden presentar cambios 
transcripcionales que las posicionan en dos estados de activación diferentes, 
el profibrótico y el pro-regenerativo, expresando α-SMA y colágenos o bien 
citoquinas y factores de crecimiento respectivamente [97]. Según los 
Capítulo 5. Discusión 
 
140 
ensayos in vitro realizados con líneas de CEH humanas, la inactivación 
mitótica mediante el tratamiento con MitoC promueve la expresión de FGF7 
y reduce la de α-SMA, junto con el arresto del ciclo celular. En consonancia 
con esto, la expresión de Fgf7 también ha sido descrita en fibroblastos de la 
piel con un fenotipo senescente [266], por lo que es probable que la 
expresión de este marcador sea inducida durante la reversión fibrótica donde 
CEHs entran en senescencia, apoptosis o inactivación. Esta inactivación 
mitótica ha demostrado que la expresión de IRS2 es necesaria para la 
supervivencia de CEHs, en un estado en el que la expresión de FGF7 se 
encuentra aumentado. Otro hecho que apoya el papel de IRS2 en la 
supervivencia de CEHs es el tratamiento con NT-157, inhibidor alostérico de 
las proteínas IRS1/2 [239], que induce la apoptosis de la línea primaria de 
origen humano de CEHs. La pérdida de CEHs también se observa en el 
modelo animal Irs2-/-, donde se produce un descenso del marcador de CEHs 
GFAP. Otros estudios han confirmado que la señalización a través de IGF-1 
es importante para la supervivencia de la población de CEHs activadas [267]. 
De modo que estos resultados muestran una regulación de la supervivencia 
de esta población bajo la expresión de IRS2.  
En el modelo Irs2-/- durante el daño crónico DDC, la reducción de 
CEHs no sólo se observa por el espacio parenquimal, sino también en las 
estructuras ductulares, donde ya ha sido descrita su localización y su 
contacto directo con CPHs [268]. Es posible que estas interacciones sean 
importantes para el mantenimiento de la arquitectura ductular, pudiendo ser 
la causa de la observada alteración de la morfología ductular en los animales 
Irs2-/-. Además, hay autores que afirman la posibilidad de que la localización 
ductular de las CEHs se deba a una promoción directa del proceso de 
diferenciación [118]. Por tanto, la pérdida de contacto entre CEHs y CPHs 
ante la falta de Irs2 podría afectar negativamente a la proliferación y 
diferenciación de CPHs durante el daño crónico hepático. 
Así pues, la falta de inducción de Fgf7 en el modelo Irs2-/- podría 
deberse a una reducción de las poblaciones celulares productoras de este 
factor, siendo una de ellas las CEHs. Sin embargo, las células THY1 
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positivas también han sido descritas como productoras de Fgf7, 
localizándose alrededor de los ductos en proximidad con las CPHs [101]. En 
este estudio se ha observado un mayor índice de células THY1 positivas en 
los animales Irs2-/-, encontrándose en estrecho contacto con las células 
SPP1 y EPCAM positivas. Esta observación y su inducción podrían deberse 
a un mecanismo compensatorio ante la falta de CEHs productoras de FGF7 
en este modelo. Sin embargo, la inducción de células THY1 positivas no es 
capaz de compensar los niveles de Fgf7 observados en los animales control. 
Esto podría deberse a que la expresión de Fgf7 en células THY1 positivas 
es diferencial dependiendo de su origen. Las células THY1 positivas pueden 
provenir de células residentes hepáticas o de fibrocitos de origen 
hematopoyético, cuya expresión de Fgf7 es menor [101]. La observada 
mayor colocalización de THY1 y CD45 (marcador hematopoyético) junto con 
el aumento de células positivas para el marcador linfocítico CD3, indican una 
mayor infiltración de células provenientes de la médula en el nicho estromal 
de los animales Irs2-/- durante el daño crónico con dieta DDC. Es posible que 
esta mayor infiltración se deba a un mecanismo compensatorio ante la falta 
de inducción de Fgf7 por las células residentes hepáticas. Previamente ya 
ha sido descrito como los fibrocitos de los pacientes con diabetes tipo 2 
poseen capacidades migratorias, metabólicas y funcionales alteradas, lo que 
podría contribuir a mostrar alteraciones en la expresión de diferentes 
marcadores importantes para la reepitelización hepática [269].  
A pesar de que la población THY1 positiva se encuentra aumentada 
en el modelo Irs2-/-, la inducción de Fgf7 no se produce en igual medida que 
en los controles. Además, la deleción de Spp1 ha sido previamente 
relacionada con la movilización hasta el hígado de células hematopoyéticas 
favoreciendo un microambiente proinflamatorio [270]. Por lo que la reducción 
de Spp1 descrita en el modelo Irs2-/- podría ser también un desencadenante 
de la mayor representación de células linfocíticas en el hígado de estos 
animales. Además, cabe destacar que SPP1 puede encontrarse secretada 
actuando como factor paracrino y de forma intracelular en modelos murinos 
[271]. Se ha demostrado que la SPP1 intracelular es la encargada de reducir 
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los niveles de citoquinas proinflamatorias como TNFα o IL6, atribuyendo a 
esta un papel reductor de la inflamación [272]. Los ensayos de 
inmunofluorescencia de este estudio muestran diferencias en el patrón de 
dispersión de SPP1, siendo más granular en los controles y difusa ante la 
falta de Irs2. Esta diferencia podría deberse a un cambio en la secreción de 
esta proteína, pudiendo repercutir en la comunicación paracrina con otras 
células y en la promoción de la movilización de células derivadas de la 
médula ósea, pudiendo favorecer así un microambiente proinflamatorio. 
Además, un estudio demuestra que la falta de Spp1 promueve la 
proliferación de hepatocitos de carácter maligno, ejerciendo un papel 
protumorigénico en el hígado [272]. Estos datos muestran que la falta de Irs2 
puede ser un desencadenante de la movilización de células de la médula 
hasta el hígado, pudiendo relacionarse con la reducción en la expresión de 
Spp1 o con cambios en su secreción. 
Finalmente, las CEHs activadas tienen la capacidad de llevar a cabo 
un proceso de resolución o reversión fibrótica tras el daño hepático, en el 
que mueren mediante apoptosis o senescencia, o pasan a un estado de 
inactivación en el que reducen la expresión de genes fibrogénicos [98]. La 
inactivación mitótica mediante el uso de MitoC en cultivos LX-2 reduce la 
expresión de α-SMA, indicando un menor estado de activación. Sin embargo, 
el silenciamiento de IRS2 en estos cultivos muestra una menor capacidad de 
reducir la expresión de esta proteína, pudiendo sugerir una menor capacidad 
de reversión ante la falta de IRS2 y pudiendo contribuir por tanto a la fibrosis 
hepática.  
En conjunto estos resultados demuestran un papel de IRS2 durante 
el daño crónico hepático, afectando tanto a células progenitoras como 
estromales que forman parte del nicho progenitor, siendo necesaria para la 
adaptación y respuesta durante el daño crónico hepático. Los datos 
generados durante este estudio apoyan la hipótesis de que la resistencia a 
insulina/IGF-1 reduce la capacidad de respuesta al daño pudiendo promover 
la progresión de afecciones crónicas hepáticas.  
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5.2 El papel de IRS2 durante el avance tumoral 
hepático. 
La resistencia a insulina está relacionada no sólo con el daño 
crónico que da lugar a la cirrosis, sino que también está vinculada a una 
mayor incidencia de HCC [61, 62], sugiriendo un papel de la señalización de 
insulina en ambos procesos. Sin embargo se desconocen las consecuencias 
que la resistencia a insulina podría ejercer durante el avance tumoral.  
Es en estos contextos de daño crónico donde se observa una mayor 
incidencia de cáncer hepático, documentándose alrededor del 80% de HCC 
desarrollados en hígados cirróticos y un 20% en hígados expuestos a daño 
crónico con HGNA sin haber desarrollado cirrosis [67]. También existe una 
estrecha relación entre la remodelación tisular que se produce durante el 
daño hepático crónico y las características del ambiente tumoral, llegando a 
definirse el cáncer como un proceso de reepitelización (wound healing) 
desmesurado y descontrolado [138]. En este contexto las funciones que 
ejerce IRS2 durante la respuesta al daño crónico hepático podrían también 
ser relevantes en la progresión del HCC.  
Los resultados alcanzados durante el desarrollo de este estudio 
muestran como la pérdida de IRS2 durante el avance tumoral estaría 
asociada al desarrollo de un tipo de tumor con un carácter más progenitor, 
con menor grado de diferenciación y más migratorio e invasivo. Mientras que 
la sobreexpresión de esta proteína reduciría la capacidad migratoria tumoral 
y promovería la epitelización de diferentes líneas de hepatoma y HB 
promoviendo un proceso MET. 
En primer lugar, el análisis de expresión de IRS2 en muestras 
hepáticas de origen humano ha revelado un comportamiento muy 
heterogéneo incluso entre muestras del mismo grupo de estudio. Este 
resultado es una evidencia más del dinamismo de IRS2 en el hígado, pues 
su expresión es reducida a nivel transcripcional por la insulina [273], mientras 
que se induce en el periodo de ayunas [252]. De modo que estas variaciones 
podrían deberse a diferentes situaciones metabólicas en el momento de 
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recogida de las muestras. A pesar de que en la literatura se pueden encontrar 
estudios en los que se relaciona una mayor expresión de IRS2 con muestras 
preneoplásicas en etapas tempranas de HCC [180, 181], este análisis no 
muestra un incremento de IRS2 en muestras de HCC en comparación con 
hígados sanos. Esto podría deberse a diversos factores, como que la mayor 
expresión de IRS2 se dé lugar en estados más tempranos que los 
representados por estas muestras, o que el número de muestras analizadas 
es reducido y no es suficiente para poder llegar a una conclusión certera. 
Además, las muestras de HCC temprano muestran una gran variabilidad de 
expresión de IRS2, quizá debido a la asociada heterogeneidad intra y extra-
tumoral con la que el HCC se caracteriza [274]. 
En cualquier caso, y a pesar de la heterogeneidad en la expresión 
de IRS2, es evidente la pérdida de expresión en muestras de HCC en estado 
avanzado, sugiriendo un posible papel protector de IRS2 ante el avance 
tumoral. Generalmente las proteínas IRSs han sido relacionadas con un 
papel promotor de HCC [180, 184–186, 240] y del cáncer en general [165–
169, 172–174, 182, 275], debido a que participan en la activación de 
diferentes vías de señalización vinculadas con procesos oncogénicos como 
PI3K/AKT/mTOR y RAS/MAPK [163, 164]. Por otra parte, también 
promueven la señalización de insulina, cuya resistencia ha sido vinculada al 
cáncer [68]. Además existen otros estudios que relacionan las IRSs con 
menores capacidades tumorales [170, 176–179], vinculando en muchos de 
ellos su expresión con un buen grado de diferenciación tumoral [165, 171, 
175, 176]. Por lo que el papel de las proteínas IRSs en cáncer es difícil de 
concretar y algunos autores sugieren que esta controversia podría deberse 
a que su implicación en cáncer puede ser dependiente de tejido, del origen 
oncogénico o de factores ambientales [276]. A pesar de ello, en la literatura 
también se pueden encontrar otros estudios en los que a través del análisis 
transcriptómico de muestras humanas de HCC, se observa una reducción de 
IRS2 [183], apoyando los resultados obtenidos en este proyecto. El avance 
tumoral generalmente está vinculado con mayores habilidades migratorias e 
invasivas, con cambios morfológicos debidos a la reorganización del 
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citoesqueleto de actina y con cambios en proteínas de adhesión típicos de 
una EMT entre otros eventos [245], por lo que la pérdida de IRS2 podría 
tener implicaciones en ellos.  
Apoyando esta hipótesis, el estudio de la línea celular de HB Huh6 
mostró una relación entre la expresión de IRS2 y un menor índice migratorio. 
En primer lugar, el silenciamiento de IRS2 resultó en una promoción tanto de 
la migración como de la invasión celular in vitro. Además, la observación de 
colonias de mayor tamaño mediante el ensayo de clonogénesis, no solo ante 
la falta de IRS2 mediante su silenciamiento, sino también a través de una 
menor expresión endógena de este, sugiere que IRS2 pueda ejercer un 
papel en el control de la dispersión y supervivencia celular. Aunque no se 
han observado diferencias en la capacidad proliferativa bajo condiciones 
estándar de estos cultivos, cabe la posibilidad de que bajo las circunstancias 
de este ensayo sí que se promueva la proliferación y por tanto el mayor 
tamaño de colonias observado se deba a ello. Sin embargo, una promoción 
de la migración celular también podría incrementar la dispersión de células y 
la formación de colonias de mayor tamaño. De hecho, en estas colonias 
mayores se observaban células en la periferia con una alta expresión de la 
proteína vimentina, proteína vinculada con la migración celular [277]. Estos 
resultados indican que el silenciamiento de IRS2 en la línea de HB Huh6 
podría estar implicado en la promoción de las habilidades migratorias e 
invasivas. 
Por otra parte, la experimentación in vivo mediante el ensayo de 
migración bazo-hígado resultó en un aumento no significativo del número de 
tumores intrahepáticos generados bajo el silenciamiento de IRS2 en Huh6. 
De forma complementaria, la sobreexpresión de IRS2 en Huh6 resultó en un 
menor número de estos, indicando una reducción en la capacidad migratoria 
celular. Además, se observó una pérdida de expresión de IRS2 entre las 
células cultivadas in vitro y los tumores intrahepáticos formados a partir de 
estas, tanto en los experimentos realizados con el modelo de sobreexpresión 
como en el de silenciamiento, sugiriendo una reducción de expresión de 
IRS2 en el proceso migratorio. Aunque no se puede descartar que la 
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variación de la expresión se deba a cambios a consecuencia del 
microambiente en el que se encuentran las células. Todos estos resultados 
indican que la expresión de IRS2 podría frenar la migración de células de 
HB.  
Los cambios en la morfología de las células Huh6 bajo el 
silenciamiento de IRS2 apoyan este fenotipo promigratorio. La observación 
de estructuras filopódicas indican cambios en la reorganización del 
citoesqueleto de actina y han sido vinculadas con la promoción de las 
capacidades migratorias e invasivas celulares [161]. 
Por otra parte, el proceso EMT en el que células con fenotipo 
polarizado y epitelial pasan a un estado más propiamente mesenquimal, con 
mayores capacidades móviles e invasivas, es característico del avance 
tumoral [245]. Durante este proceso se produce un cambio de cadherinas en 
el que se reducen aquellas de fenotipo epitelial, como E-cadherina, 
responsable de las uniones entre células epiteliales y de estas con la 
membrana basal. También suele aumentar la expresión de marcadores 
mesenquimales asociados a la migración e invasión celular como la proteína 
de adhesión N-cadherina o el filamento intermedio vimentina [278]. El estudio 
de proteínas de adhesión bajo el silenciamiento de IRS2 in vitro refleja 
cambios característicos de una EMT en la línea HepaRG, disminuyendo E-
cadherina y aumentando N-cadherina. Sin embargo, en la línea Huh6 no se 
observa este cambio de cadherinas, pero sí un aumento en la expresión de 
N-cadherina. Mientras que en la línea epitelial Hep3B no se aprecian 
cambios inductores de un proceso EMT. Estos resultados indican que el 
silenciamiento de IRS2 puede generar cambios promotores de un fenotipo 
mesenquimal pero no es suficiente para inducir una EMT. Sin embargo, el 
silenciamiento de IRS2 reduce drásticamente la capacidad de epitelización 
de tumores intrahepáticos, disminuyendo la capacidad de expresión de E-
cadherina y de FGFR2-IIIb. Además, la sobreexpresión de IRS2 sí que 
genera este cambio de cadherinas en las diferentes líneas celulares 
estudiadas in vitro. Estos resultados sugieren que la expresión de IRS2 es 
capaz de promover un proceso MET, por lo que su pérdida durante el avance 
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tumoral podría impedir la epitelización celular. Estos datos son consistentes 
con la observación de que los tumores clasificados en la categoría S1, con 
carácter más progenitor y menos diferenciado, sean los que tengan una 
menor expresión de IRS2. En la literatura también se pueden encontrar otros 
estudios que apoyan estos hallazgos, como por ejemplo en células epiteliales 
del útero se ha relacionado una menor señalización a través de las vías 
PI3K/AKT y MAP/ERK con el incremento de la expresión de vimentina [279]. 
También ha sido documentado que el silenciamiento de IRS2 conlleva la 
pérdida de E-cadherina e incremento en la expresión de vimentina en 
muestras de cáncer de colon de pacientes con diabetes tipo 2 [280]. Estos 
cambios proteicos han sido asociados a un carácter de HCC más agresivo 
[281], en los que incluso la deleción de E-cadherina específica de hígado ha 
demostrado ser promotora del crecimiento de HCCs inducidos por DEN 
[246], asociándose la pérdida de E-cadherina con un peor pronóstico en 
muestras humanas de HCC [246, 282]. 
Los xenoinjertos generados a partir del silenciamiento de IRS2 en la 
línea Hep3B, no sólo reducen la expresión de FGFR2-IIIb, sino que también 
muestran un cambio en la organización celular. Se observa la formación de 
estructuras “ductulares”, vinculadas con la presencia de células de carácter 
progenitor [58] y a su vez, con la resistencia a insulina [58, 250], sugiriendo 
un fenotipo menos diferenciado y más propio de la categoría S1 (de perfil 
progenitor), provocado por el silenciamiento de IRS2.  
Por otra parte, la expresión del receptor epitelial FGFR2-IIIb es un 
indicador de epitelización temprana, y su reducción ha sido directamente 
relacionada con un aumento de la proliferación e invasión de HCCs, dando 
lugar a un fenotipo más agresivo. De forma complementaria, su re-expresión 
en líneas celulares de HCC mitiga sus capacidades migratorias [221]. 
También ha sido relacionada su falta de expresión con la promoción tumoral 
en diferentes tipos de cáncer como próstata [211], adenocarcinomas 
salivares [212], melanomas [213, 214] y vejiga [215] entre otros. Durante el 
estudio del daño hepático, se ha observado que la falta de Irs2 altera la 
señalización entre el factor mesenquimal pro-regenerativo Fgf7 y su receptor 
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epitelial Fgfr2-IIIb, dando lugar a una menor expresión de este último durante 
el daño hepático crónico [242]. El silenciamiento de IRS2 en células Huh6 
también ha mostrado una incapacidad de expresión de FGFR2-IIIb en 
tumores intrahepáticos, observándose también su reducción en xenoinjertos 
Hep3B bajo el silenciamiento de IRS2. Por otra parte, la sobreexpresión de 
IRS2 ha demostrado ser promotora de la expresión de este receptor en 
líneas de HB in vitro. Además, la línea Huh6 al ser de carácter mixto epitelial-
mesenquimal [225], es capaz de expresar FGF7 restringido a células de 
fenotipo mesenquimal, así como su receptor epitelial. La sobreexpresión de 
IRS2 dio lugar a un aumento no sólo del receptor, sino también del ligando, 
indicando un papel promotor de IRS2 en la ruta de señalización FGF7-
FGFR2-IIIb. Este bucle de inducción también ha sido descrito en la línea 
HepaRG en el estudio llevado a cabo por nuestro grupo en el papel de IRS2 
durante el daño hepático crónico [242]. Todos estos resultados indican que 
la expresión de IRS2 promueve la del receptor epitelial FGFR2-IIIb, 
mostrando un incremento en la epitelización a través de la señalización IRS2-
FGFR2-IIIb. Además, su vinculación con unas menores capacidades 
migratorias y la observación de la relación IRS2 y menor migración, indican 
que la señalización a través de IRS2-FGFR2-IIIb podría ser una posible vía 
implicada en la contención y reducción de la migración celular. Estos 
hallazgos sugieren que esta vía podría ser una buena candidata para su 
activación terapéutica en casos de HCC, pudiendo dar lugar a la restricción 
del avance tumoral, aunque serían necesarios más experimentos para poder 
llegar a concluirlo.  
El estudio de la implicación del silenciamiento de IRS2 en la 
proliferación celular in vitro no mostró cambios notables, sugiriendo la 
posibilidad de que la pérdida de IRS2 durante el avance tumoral no afecte 
directamente a la proliferación. En la literatura también se puede encontrar 
otro estudio que apoya estos resultados, habiéndose demostrado que la 
deleción de IRS2 específica de hígado de ratón no generaba cambios en el 
crecimiento de HCCs inducidos con el compuesto DEN [186]. Sin embargo, 
el tamaño de los tumores intrahepáticos formados a partir de la migración 
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esplénica de células Huh6 silenciando IRS2 resultó mayor. Además, el 
silenciamiento de IRS2 en la línea Hep3B, a pesar de no promover la 
proliferación in vitro, dio lugar a xenoinjertos mayores. Es posible que estos 
cambios de comportamiento in vitro-in vivo puedan deberse a una promoción 
de la proliferación y/o crecimiento celular por medio de la interacción con 
otros tipos celulares in vivo. Otra posibilidad tendría que ver con una mayor 
supervivencia celular. Los menores niveles de expresión del gen supresor de 
tumores p53 y del área tumoral necrótica observada en los tumores 
intrahepáticos Huh6 bajo el silenciamiento de IRS2, podrían indicar una 
mayor capacidad de supervivencia celular. Además, en consonancia con el 
papel de IRS2 descrito en este proyecto, la menor expresión de p53 en HCC 
ha sido relacionada con un menor grado de diferenciación y mayor 
progresión tumoral [244]. Aunque cabe destacar que estas diferencias 
también podrían estar relacionadas con otros eventos, como una mayor 
irrigación sanguínea en los tumores silenciados. Según estos resultados, es 
posible que la reducción en la expresión de IRS2 in vivo influya en el tamaño 
tumoral. En cualquier caso, para poder determinar si el silenciamiento de 
IRS2 promueve el crecimiento tumoral por medio de la proliferación y/o 
supervivencia celular serían necesarios experimentos complementarios.  
Hay que destacar que estos resultados no descartan la posibilidad 
de que las proteínas IRSs induzcan la formación de HCCs. Sin embargo, a 
pesar del papel controvertido que muestran las IRSs en cáncer, los 
resultados expuestos muestran que la pérdida de expresión de IRS2 durante 
el avance de la hepatocarcinogénesis puede ser un evento protumoral. La 
reducida expresión de IRS2 podría dar lugar a cambios celulares inductores 
de una mayor migración y una reducción en la epitelización celular, 
promoviendo así el carácter maligno tumoral y su progresión. Estos 
resultados apoyan el paradigma actual de las terapias anti-IGF-1R, en las 
cuales a pesar de haber invertido grandes esfuerzos y haber llegado a 
realizarse numerosos ensayos clínicos testados hasta en fase III, no se han 
obtenido resultados lo suficientemente exitosos [194]. El fallo de estas 
terapias junto con los resultados expuestos en este proyecto, podrían indicar 
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un papel positivo en la señalización de IRS2 a través de IGF-1R, resultando 
su inhibición en un evento promotor del avance tumoral. Otros autores 
también han planteado esta posibilidad, indicando un posible papel positivo 
de las proteínas IRSs en cáncer y atribuyendo la falta de ineficacia de las 
terapias anti-IGF-1R a este hecho [178].  
Asimismo, el fármaco metformina, cuya capacidad de mejorar el 
metabolismo de la glucosa e inhibir la gluconeogénesis hepática hace que 
sea apropiado para tratar a pacientes diabéticos tipo 2 [283], ha sido 
asociado con un menor riesgo de desarrollo de cáncer, y en concreto de HCC 
en pacientes con diabetes tipo 2 [284]. Esta es procesada en su mayoría por 
el hígado, donde a través del tratamiento de un modelo murino de resistencia 
a insulina con EHNA y cirrosis con metformina, ha sido descrito que 
promueve la expresión de IRS2 hepática [285]. Además, el tratamiento de 
líneas celulares de HCC con este compuesto ha resultado en una reducción 
de la migración celular, invasión y el proceso EMT, eventos que además se 
veían potenciados bajo la restricción de glucosa [286]. Esta relación entre el 
uso de la metformina, la promoción de la expresión hepática de IRS2 y la 
reducción de la capacidad migratoria celular, son un indicativo más del 
posible papel protector de IRS2 inductor de MET durante el avance tumoral 
hepático. 
5.3 IRS2 como factor clave en procesos de reparación 
y cáncer hepático 
En resumen, este proyecto describe cómo una falta de señalización 
a través de IRS2 tendría consecuencias negativas durante la adaptación y 
reparación del daño crónico hepático (Figura 55) y el avance tumoral (Figura 
56), resultantes en una menor capacidad de epitelización hepática.  




Figura 55. Modelo esquemático representativo del papel de Irs2 en el nicho 
progenitor durante el daño hepático crónico. Representación del papel positivo de IRS2 
en la promoción de la proliferación de CPHs, en la comunicación estromal-epitelial entre 
CEHs productoras de FGF7 y CPHs que expresarían su receptor FGFR-2IIIb, en la 
promoción de la re-epitelización de hepatocitos 2c provenientes de CPHs y en la represión 
de la apoptosis de CEHs productoras de Fgf7. IRS2, substrato receptor de insulina 2; 
CEHq, célula estrellada hepática quiescente; CEHa, célula estrellada hepática activada; 
CPH, célula progenitora hepática; FGF7, factor de crecimiento fibroblástico 7; FGFR2-IIIb, 
receptor 2-IIIb del factor de crecimiento fibroblástico; 2c, 2 copias genéticas. 
Los resultados expuestos prueban que defectos en la señalización 
de insulina pueden dar lugar a una disfunción de la comunicación entre 
células estromales y progenitoras a nivel local en el nicho progenitor 
mediante la regulación de la señalización FGF7-FGFR2-IIIb a través de 
IRS2. IRS2 promueve la supervivencia de CEHs productoras de FGF7, 
promotor de la expansión de CPHs en el nicho progenitor [130]. Mientras que 
en CPHs y en HCC, IRS2 promueve procesos MET y la adquisición de 
sensibilidad a FGF7, a través de una mayor expresión de FGFR2-IIIb. En 
consecuencia, la falta de Irs2 durante el daño crónico afecta a la habilidad 
de producir nuevas células epiteliales (hepatocitos 2c), disminuyendo la 
capacidad de reepitelización hepática (Figura 55). Esto sugiere que la 
resistencia a insulina, que posee cada vez una mayor tasa de incidencia en 
los países en desarrollo [48] y que está íntimamente asociada con las 
enfermedades hepáticas [38, 53], impediría una correcta reparación del daño 
hepático crónico. La expresión de IRS2 además de promover MET, reduce 
las capacidades metastásicas relacionándose con HCCs más diferenciados 


















Daño crónico hepático: Nicho progenitor
apoptosis
Capítulo 5. Discusión 
 
152 
sugieren que una mayor señalización a través de IRS2 durante la 
hepatocarcinogénesis podría limitar procesos metastásicos promoviendo el 
estado de diferenciación epitelial tumoral (Figura 56). 
 
Figura 56. Modelo esquemático representativo del papel de IRS2 en 
hepatocarcinogénesis. Representación de la pérdida de expresión de IRS2 asociada con 
un perfil tumoral más avanzado y de carácter progenitor (S1), con una mayor migración 
celular y con una menor expresión del marcador epitelial FGFR2-IIIb dando lugar a un 
fenotipo mesenquimal. Complementariamente, se ilustra cómo la sobreexpresión de IRS2 
promovería una menor migración celular, mayor expresión de FGFR2-IIIb y se asociaría 
con un perfil tumoral de carácter diferenciado (S3). IRS2, substrato receptor de insulina 2; 
FGFR2-IIIb, receptor 2-IIIb del factor de crecimiento fibroblástico; HCC, hepatocarcinoma; 
MET, transición epitelio-mesenquimal. 
La señalización FGF y el emergente campo de las terapias FGF 
muestran especial relevancia en el campo de la diabetes y las enfermedades 
metabólicas hepáticas [287] así como en HCC [288]. Los resultados 
expuestos suponen un precedente para el estudio de cómo la señalización 
sistémica de insulina, actúa localmente a través de IRS2 coordinando las 
señales pro-regenerativas entre el nicho y CPHs durante el daño hepático 
crónico promoviendo la reepitelización hepática (Figura 55) así como en HCC 
promoviendo la epitelización (Figura 56). Un estudio más en profundidad de 
esta señalización localizada podría ayudar a proponer terapias que ayuden 
a la reparación del daño hepático crónico en casos de resistencia a insulina, 
así como en el campo oncológico frenando el avance tumoral.  
Hepatocarcinogénesis



















1. La deleción de Irs2 reduce la capacidad de paliación del daño 
hepatocítico, resultando en una mayor pérdida de hepatocitos 
pequeños y en una menor capacidad de repoblación de hepatocitos 2c 
en etapas tardías del daño crónico con DDC. 
2. La falta de Irs2 genera un fallo en la comunicación estroma-epitelio 
impidiendo la inducción de Fgf7 y produciéndose una reducción en la 
expresión de su receptor Fgfr2-IIIb en células progenitoras durante el 
daño crónico hepático inducido con DDC. Por tanto, indicando una 
relación entre la señalización global de insulina/IGF-1 y la señalización 
local de FGF7 en el nicho progenitor.  
3. IRS2 promueve la supervivencia in vitro de CEHs tras una inactivación 
mitótica, estado en el que la expresión de FGF7 se ve aumentada.  
4. La falta de Irs2 retarda la expansión de células progenitoras durante el 
daño crónico inducido con dieta DDC, reduciendo la capacidad de 
proliferación de células SPP1 positivas y alterando su patrón de 
distribución intracelular, sugiriendo cambios en su secreción. Además, 
IRS2 actúa aguas arriba de SPP1 promoviendo su expresión en la línea 
celular de carácter progenitor HepaRG.  
5. La composición del estroma fibrótico que rodea a las CPHs durante el 
daño crónico hepático se ve alterado en el modelo murino Irs2-/-. Este 
presenta una reducción de células GFAP positivas, pudiendo deberse 
a una menor supervivencia de CEHs, así como un aumento de células 
THY1, con un mayor índice de movilización desde la médula. 
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6. La expresión de IRS2 se reduce en muestras humanas de HCC de 
carácter avanzado y en el proceso de migración e invasión intrahepático 
murino. Su silenciamiento genera un fenotipo más migratorio e invasivo 
mientras que su sobreexpresión reduce la migración e invasión 
intrahepática in vivo, indicando que la reducción en la expresión de 
IRS2 durante el avance tumoral de HCCs podría resultar en un evento 
prometastásico. 
7. IRS2 promueve procesos MET en modelos humanos de 
hepatocarcinogénesis, tanto in vitro como in vivo. Además la expresión 
de IRS2 varía entre perfiles moleculares S3-S2-S1 de HCCs humanos, 
reduciéndose a medida que los tumores pasan desde un fenotipo 
diferenciado a un fenotipo con un perfil progenitor. 
8. La expresión del receptor epitelial FGFR2-IIIb, vinculada con un perfil 
tumoral menos agresivo, es promovida por la expresión de IRS2. 
Además, la sobreexpresión de IRS2 en la línea mixta epitelio-
mesenquimal Huh6, también aumenta la expresión de su ligando FGF7, 
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Supplementary figures 
S1 Fig. Impact of DDC injury on Fgfr2-IIIb ligand gene expression. 
 
S2 Fig. Delayed expansion of NPCs parallels exacerbated parenchymal cell depletion 
in the livers of Irs2-/- mice during DDC feeding. 
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S3 Fig. Loss of hepatocytes in Irs2-/- mice during chronic DDC liver injury 
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S4 Fig.  PF/myofibroblast markers are expressed at equivalent or increased levels in 
livers Irs2-/- mice after DDC injury.  
 
S5 Fig. The stromal niche in Irs2-/- mice is replete with cells expressing 
PF/myofibroblast markers Thy1 and αSMA but exhibits reduced contact between 
Gfap+ HSCs and LPCs. 
 
4 | 6 
S6 Fig. DDC injury in Irs2-/- mice leads to more rapid activation of tissue-remodeling 
genes and mobilization of bone-marrow–derived stroma. 
 
S7 Fig. Stable silencing of IRS2 in LX-2 cells had no measurable impact on fibrogenic 
gene expression or cell viability.  
 
5 | 6 
S8 Fig. Differentiation of bipotent human HepaRG to hepatocytes is insulin 
and IRS2 dependent.  
 
 
S9 Fig. Treatment of HepaRG cultures with rhFGF7 promoted rapid induction of 
osteopontin/SPP1 expression in vitro. 
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S10 Fig. Impact of stromal IRS2 gene silencing on LX-2/HepaRG cocultures. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
